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RESUMEN

RESUMEN

El sistema endocannabinoide (SEC) estd formado por los receptores
cannabinoides (CB1 y CB2), los ligandos que se unen a ellos, el 2-
araquidonoilglicerol (2-AG) y la anandamida (AEA), y las enzimas responsables del
metabolismo de estos lipidos. Estas moléculas estan involucradas en mecanismos
intracelulares de gran relevancia, teniendo funciones neuromoduladoras y
neuroprotectoras. En los tltimos afos, se ha intensificado el estudio del SEC en la
retina, si bien se ha demostrado su presencia y la participaciéon de algunos
componentes en la funcién visual, ain se desconoce su contribucién en la respuesta
alaluz. La entrada de luz al ojo es censada por las proteinas receptoras ubicadas en
los discos del segmento externo de las células fotorreceptoras. A este nivel, se inicia
la conversiéon de la sefial luminica en sefial eléctrica, proceso denominado
fototransduccion.

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral fue el de investigar la presencia
del SEC en el segmento externo de los bastones de retinas bovinas (ROS) ademas de
su modulacién por el estimulo luminico fisiolégico. Este fue aplicado a la retina
directamente o al ROS aislado proveniente de retinas mantenidas en oscuridad.

En una primera etapa de este trabajo de Tesis se demostr6 la presencia de los
elementos del SEC (receptores y enzimas metabdlicas) en el ROS y cémo era su
modulacién por luz. Los resultados sefialan la presencia de los receptores CB1 y
CB2, asi como de otros receptores que responden a cannabinoides, GPR55 y TRPV1,
ademas de la principal enzima de sintesis diacilglicerol lipasa (DAGL) y de

hidrélisis monoacilglicerol lipasa (MAGL) del 2-AG. Los estudios de las actividades
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de las enzimas de sintesis (DAGL y la lisofosfatidato fosfohidrolasa (LPAP)) e
hidrolisis MAGL muestran su balance en favor del incremento del 2-AG en el ROS
de retinas expuestas a la luz, coincidiendo con un aumento en los niveles proteicos
de los receptores CB1 y CB2. Ademés, en esta condicion de iluminacion el nivel del
GPR55 disminuye, no observandose modificaciones en la expresion del TRPV1 en
el ROS.

Otro hallazgo interesante de esta Tesis Doctoral lo presentan las actividades
de las enzimas metabdlicas en cuanto a la respuesta a las distintas formas de
iluminacién. Mientras la DAGL es independiente del momento en que se aplica el
estimulo luminico, la MAGL se estimula s6lo cuando la luz se aplica directamente
a la retina.

Dado que las actividades de DAGL y MAGL se vieron modificadas por la
luz, en una segunda etapa de este trabajo de Tesis Doctoral, se evalué si alguna de
las proteinas involucradas en el proceso visual, eran responsables de la modulacién
de estas actividades. Los resultados sugieren el rol de la transducina y de la PDE y
arrestina en la regulacion de las actividades de DAGL y de MAGL, respectivamente.

Por dltimo, y para establecer el rol del receptores CB1 y del CB2 sobre el
propio metabolismo del 2-AG, se evalu6 la accion de los agonistas y antagonistas
de estos receptores sobre las actividades de sintesis e hidrélisis del 2-AG. Los
resultados muestran que la modulacién de estos receptores genera una menor
disponibilidad del 2-AG a través de la disminucién en la actividad de LPAP del

ROS.
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Los resultados alcanzados en este trabajo de Tesis evidencian: i) la
participacion activa del SEC en el proceso visual y en la adaptacion a la luz, ii) la
modulacién de la disponibilidad del 2-AG por proteinas relacionadas al fenémeno
de fototransduccién, e iii) la regulacion del metabolismo del endocannabinoide a

través de la modulacién de los receptores a los que el se une con mayor afinidad.
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ABSTRACT

The Endocannabinoid system (SEC) is composed of cannabinoid receptors

(CB1, CB2), the ligand that binds to these receptors, 2-arachidonoyl glycerol (2-AG)
and anandamide (AEA), and the enzymes responsible for the metabolism of these
lipids. These molecules are involved in highly relevant intracellular mechanisms
and they have neuromodulatory as well as neuroprotective functions. The study of
the SEC in the retina has been recently intensified. The presence and participation
of some components of SEC in the visual function have been demonstrated although
their contribution to the response to light is still unknown. The entry of light into
the eye is sensed by receptors, which are located in the discs of the outer segment
of the photoreceptor cells. The conversion of the light signal into an electrical signal,

a process called phototransduction, begins at this level.

The principal aim of this Ph. D. Thesis was to study the presence of the SEC
in rod outer segments (ROS) from bovine retina photoreceptor cells and its
modulation by the physiological stimulus of light. This stimulus was applied to the

retina either directly or to isolated ROS from retinas kept in the dark.

In a first stage of this Ph. D. Thesis work, both the presence of SEC elements
(receptors and metabolic enzymes) in ROS and how they are modulated by light
were demonstrated. These results indicate the presence of CB1 and CB2 receptors
as well as other receptors that respond to cannabinoids, GPR55 and TRPV1, in
addition to the main enzyme of synthesis diacylglycerol lipase (DAGL) and
hydrolysis monoacylglycerol lipase (MAGL) of 2-AG. The studies conducted on the

activities of the biosynthetic enzymes (DAGL and lysophosphatidate
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phosphohydrolase (LPAP)) and the hydrolytic enzyme (MAGL) show their balance
in favor of the increase of 2-AG in ROS of light-exposed retinas, in agreement with
an increase in CB1 and CB2 receptor protein levels. In addition, under this lighting

condition, the level of GPR55 decreased, with no changes in the expression of

TRPV1 in the ROS.

Another interesting finding from this Ph.D. Thesis concerns the activities of the
metabolic enzymes relation the response to the different forms of lighting. In this
respect, while DAGL is independent of the moment when the light stimulus is

applied, MAGL is stimulated only when light is applied directly to the retina.

Since DAGL and MAGL activities were modified by light, during the second
stage of this Ph.D. Thesis work, it was evaluated if any of the proteins involved in
the visual process were responsible for the modulation of these activities. The
results collected suggest the role of transducin, and PDE and arrestin in the

regulation of DAGL and MAGL activities, respectively.

Finally, in order to determine the role of CB1 and CB2 receptors in 2-AG
metabolism, the action of agonists and antagonists of these receptors on the
synthesis and hydrolysis activities of 2-AG was evaluated. The results collected
show that the modulation of these receptors generates a lower availability of 2-AG

through the decrease in LPAP activity in ROS.

Taken together, the results from this Ph.D. work evidence: i) the active
participation of the SEC in the visual process and in the adaptation to light, ii) the

modulation of the availability of 2-AG by proteins related to the phenomenon of
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phototransduction, and iii) the regulation of the endocannabinoid metabolism

through the modulation of the receptors to which it binds with greater affinity.
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INTRODUCCION

La experiencia visual se basa en la informacién procesada por circuitos
neurales del ojo. La retina es la encargada del procesamiento y la transmisién de la
sefial luminica al cerebro, y estd conectada a este a través del nervio 6ptico. Esta
compuesta por seis tipos de células neuronales (fotorreceptores, horizontales,
bipolares, amacrinas, ganglionares y de Miiller) organizadas en ocho capas
(Esquema 1). La luz atraviesa estas capas de células de la retina hasta alcanzar a las

células fotorreceptoras.

Capas de la retina Componentes

Capa de fibras nerviosas —{

L4

S Membrana limitante interna

Axones que forman el nervio 6ptico
Capa de células ganglionares —

Capa plexiforme interna— Célula ganglionar

Capa nuclear interna — el

Célula bipolar

Célula amacrina

Capa plexif tern
apa plextiotme exterma— Célula horizontal

Bastén

Cono
Capa nuclear externa—

Membrana limitante externa —=

Células pigmentadas
Capa de fotorreceptores — L

Epitelio pigmentario—

L —— Coroide

Esquema 1. Organizacién simplificada de la retina. A la izquierda se destacan las capas que
conforman la retina y a la derecha los tipos celulares (adaptado de Berne y Levy, 2009).

En vertebrados existen dos tipos de fotorreceptores, los conos y los bastones,
que se distinguen por su morfologia y su sensibilidad a la luz. Los bastones son

alargados y su segmento externo es cilindrico, pueden sefializar la absorcién de un
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solo fotén y son responsables de la visién a bajas intensidades de luz (visiéon
escotopica) como la visién nocturna. Los conos son mas cortos y cénicos en su
segmento externo, y menos sensibles a la luz, operan a intensidades luminicas altas
(visién fotdpica) como la visién diurna e intervienen en la vision a color. Todos los
fotorreceptores tienen una estructura comun, compuesta por una regién
fotosensible (el segmento externo), una regién central con organelas (el segmento

interno), y un terminal sindptico (Esquema 2).

— Segmento externo

Cilio conector

— Segmento interno

Ncleo

‘ Terminal sinaptico

Esquema 2. Estructura de la célula fotorreceptora “bastén” sensible a bajas intensidades
luminicas.

El segmento externo de los bastones (ROS) estd formado por discos
membranosos que contienen el pigmento visual rodopsina (opsina + croméforo 11-
cis-retinal), proteinas periféricas como la transducina (Tapy), el complejo de

proteinas reguladoras de la sefializacion de la proteina G (RGS9), la fosfodiesterasa



INTRODUCCION

9
6 (PDE), el complejo de las proteinas unidoras de calcio (GCAP-Ca?*) unido a la
guanilil ciclasa (GC), y en la membrana plasmaética canales de Na* y Ca?* gatillados
por nucleétidos ciclicos (CNG) y el intercambiador de iones, Na*,Ca?* y K*
(NCKX1). El estado de estas proteinas en la condicién de oscuridad se representan

en el esquema 3.

TcGMP 4Na+
Transducina RGGSQ PDE6 I
Rodopsina GDP, &m qﬁs “ Ca2+, K+
e J
11-c-Ral|
v
cGMP
Na+
Ca2+-GCAP GC . Ca2+
CaM ©

Esquema 3. Proteinas de los ROS involucradas en el proceso de fototransduccion en estado
de oscuridad. 11-c-Ral: Rodopsina, GDPafy: transducina, RGS9: complejo de proteinas
reguladoras de la sefalizacién de la proteina G, PDE6: fofodiesterasa 6, cGMP: guanosin
monofosfato ciclico, NCKX1: canal intercambiador de iones Na*, Ca2*y K*, CNG: canales
gatillados por nucleétidos ciclicos (Adaptado de Molday y Moritz, 2015).

En estado de fotoactivacion de los ROS, un fotén de energia es absorbido por
el cromoforo de la rodopsina en su configuracion 11-cis-retinal sufriendo un cambio
conformacional a todo-trans-retinal (rodopsina activada, R*). La R* desencadena
una serie de reacciones, convirtiendo la sefial luminica en senal eléctrica, proceso
denominado fototransduccion. En este proceso la R* produce el intercambio de GDP
por GTP en la subunidad alfa (Ta) de la transducina. La Ta unida a GTP se disocia
de las subunidades TPy y activa a la PDE que estd compuesta por cuatro
subunidades (PDEap2y). La remocién de las dos subunidades gamma activa a la

PDEaf conduciendo a la hidroélisis del GMP ciclico (GMPc). La reduccién en los
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niveles de GMPc causa el cierre de los canales CNG de la membrana plasmatica,
suprimiendo el flujo de Na* y Ca?* (Esquema 4). Esto hiperpolariza la membrana
del fotorreceptor lo que conduce a la disminucién en la liberaciéon del
neurotransmisor glutamato del terminal sindptico, asi iniciando una sefial neural
(Molday y Moritz, 2015). Esta sefal es transferida a las células bipolares y de estas
a las células ganglionares, cuyos axones forman el nervio éptico responsable de
transferir la informacion visual al cerebro (Hoon y col., 2014). Esta sefial se
encuentra también bajo la influencia de células interneuronales como las células

horizontales y las células amacrinas (Hoon y col., 2014).

PDE6
cGMP

cGM 4Na+
_’ + u o
0 CaZ+ K+

| |Caz+ | Na+
CNG Gatt
%

Esquema 4. Proceso de fototransduccién. 11-c-Ral: rodopsina, t-ral: rodopsina activada (R*),
GDPapy: transducina, GTPa: Subunidad alfa de la transducina, ¢cGMP: guanosin
monofosfato ciclico, PDE6: fofodiesterasa 6, cGMP: guanosin monofosfato ciclico, NCKX1:
canal intercambiador de iones Na*, Caz*y K*, CNG: canales gatillados por nucleé6tidos
ciclicos (Adaptado de Molday y Moritz, 2015).

Hay dos vias principales de la salida de la sefial retinal denominadas ON y
OFF, y son establecidas a nivel de células bipolares. Estas células responden al
glutamato a través de distintos mecanismos. Las células bipolares ON emplean
receptores metabotrépicos acoplados a proteina G como el mGluR6 y las células

bipolares OFF lo hacen por receptores ionotrépicos de la variedad AMPA-kainato
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(AMPA). En oscuridad, las células fotorreceptoras se encuentran despolarizadas
favoreciendo la liberacion de glutamato, este neurotransmisor inhibe
(hiperpolariza) las células bipolares ON y estimula (despolariza) las células
bipolares OFF. Por otro lado, en presencia de luz, las células fotorreceptoras se
hiperpolarizan disminuyendo la liberaciéon de glutamato. Esto estimula
(despolariza) las células bipolares ON, mientras que, las células bipolares OFF son
inhibidas (hiperpolarizadas). Las células bipolares ON excitan a las células
ganglionares ON, mientras que las células bipolares OFF excitan a las células

ganglionares OFF (Meister y Tessier-Lavigne, 2012).

La resolucion temporal de la vision requiere una rapida inactivacion de los
componentes de la cascada de la fototransduccién de forma tal que la célula pueda
responder rapidamente al siguiente evento luminico (Burns y Pugh, 2010). Distintos
procesos conducen a la finalizaciéon de la respuesta a la luz. Uno de ellos es la
disminucién en la concentraciéon de Ca?* citoplasmatica del ROS, debido a que el
cierre de los canales CNG evita la entrada del ién mientras que el NCKX1 contintia
promoviendo la salida del mismo (Molday y Moritz, 2015). Otro hecho fundamental
es la desactivaciéon de la R* por fosforilacién, accién que es catalizada por la
rodopsina quinasa (RK), y la posterior unién de la arrestina (Lamb y Pugh, 2004).
Esto previene la activacion de la transducina (Arshavsky y col.,, 2002). La tasa de
fosforilacion de la R* es regulada por la recoverina, esta proteina con calcio unido
interactia con la RK formando un complejo y bloqueando su capacidad fosforilante.
La disminucién de Ca?* inducida por la luz libera a la RK del complejo, aumentando

asi la fosforilaciéon de la R* y apagando la sefial (Makino y col., 2004). También
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contribuye a la finalizacién del proceso luminico la hidrélisis del GTP unido a Taq,
esto permite el ensamblaje de las cuatro subunidades de la PDE retornandola a su
estado inactivo (Arshavsky y Wensel, 2013). La Ta presenta una actividad GTPasa
baja, que se ve aumentada por la unién del complejo RGS9, conformado por la
RGS9-1, 1a GP5 y la proteina de anclaje a la membrana R9AP (Pugh, 2006, Wensel,
2008). Por otro lado, los niveles de GMPc son restablecidos por la accién de la GC,
enzima que es estimulada por las GCAP-Ca?* en ausencia del ién (Baehr y col., 2007,
Dizhoor y col., 1995, Palczewski y col., 1994) (Esquema 5). Finalmente, cuando los
niveles de GMPc se restablecen, los canales CNG se abren y retorna el fotorreceptor

a un estado despolarizado (Molday y Moritz, 2015).

Arrestina

GDP, 4Na+
Sach |} S
32+ K+
cGMP.
Mg2+- GCAPﬂ - Na+
@ CHC Ca2+
o

Esquema 5. Terminacion de la fototransduccion, restablecimiento al estado de oscuridad.
t-ral: rodopsina activada (R*), RK: rodopsina quinasa, GDPafy: transducina, RGS9:
complejo de proteinas reguladoras de la sehalizacién de la proteina G, GCAPs: proteinas
unidoras de calcio, GC: guanilil ciclasa, PDE6: fofodiesterasa 6, cGMP: guanosin
monofosfato ciclico, NCKX1: canal intercambiador de iones Na*, Ca2*y K*, CNG: canales
gatillados por nucleétidos ciclicos (Adaptado de Molday y Moritz, 2015).

Un mecanismo interesante por el cual los fotorreceptores se adaptan a la luz,
es la translocacién masiva y reversible entre el segmento externo y el resto de la

célula de tres proteinas claves en el proceso visual: la transducina, la arrestina y la
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recoverina (Calvert y col., 2006). En condiciones de oscuridad la arrestina
predomina en el segmento interno de los bastones (RIS) y frente al estimulo
luminico se desplaza hacia el ROS, mientras que las subunidades Ta y TPy de la
transducina lo hacen en la direccién opuesta (Lobanova y col., 2007), y la recoverina

migra hacia el terminal sinaptico (Strissel y col., 2005) (Esquema 6).

Transducina Arrestina Recoverina

Oscuridad o e
80-90 % =
<7% E gi ROS
~12 % = =
= —
(1 X) ® e
e 0¢
o 96¢ *%e RIS
[T ®
o
]
: : : TS
Luz brillante 4 —
10-20 % [® o
~80% ol IPe% &
<2 0/ 0 : :‘.. :
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'. . ’ . .\ ' N
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Esquema 6. Translocacién de las proteinas en los bastones por exposicién a luz brillante. El
esquema ilustra la distribucién de la transducina, arrestina y recoverina de bastones en
condiciones de oscuridad y de luz. Los nimeros de la izquierda representan los porcentajes
en que se encuentran cada una de las proteinas en el ROS. El color de cada namero
representa a una proteina en particular. Las abreviaturas de la derecha corresponden a los
diferentes compartimentos de los bastones. ROS: segmento externo, RIS: segmento interno
y TS: terminal sindptico. (Adaptado de Calvert y col., 2006).
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Las membranas del ROS estan constituidas por un 50 % de proteinas y un 50
% de lipidos (Fliesler y Anderson, 1983). La rodopsina representa el 80-85 % (p /p)
de las proteinas totales (Smith y Litman, 1982, Papermaster y Dreyer, 1974, Daemen,
1973) correspondiendo el porcentaje restante a otras proteinas, entre ellas, las
implicadas en la fototransduccién. Los fosfolipidos constitutivos de las membranas
del ROS son mayoritariamente fosfatidiletanolamina (PE) y fosfatidilcolina (PC)
(~80 %), y fosfatidilserina (PS) (~15 %) mientras que la esfingomielina, el
fosfatidilinositol (PI) y el acido fosfatidico (PA) se encuentran cada uno de ellos en

cantidades menores al 1 % (Giusto y col., 2010, Yuan y col., 1998, Anderson, 1982).

Resultados de diferentes grupos de investigacion y del nuestro han
demostrado que los fosfolipidos constitutivos de estas membranas son
metabdlicamente activos y que ellos junto con las enzimas responsables de su
metabolizacién estan implicados en la generacion de mediadores fisiol6gicos en
estrecha relacién con la transduccion del estimulo visual (Giusto y col., 2010, Hessel
y col., 2001, Giusto y col., 2000, Ghalayini y Anderson, 1984). En este contexto se ha
evidenciado que las actividades de muchas de las enzimas involucradas en el
recambio de los fosfolipidos del ROS tales como fosfolipasa C (PLC), fosfolipasa A2
(PLA2), fosfatidiletanolamina N-metil transferasa (PEMT), diacilglicerol quinasa
(DAGK), lipido fosfato fosfatasas (LPP), diacilglicerol lipasa (DAGL) acoplada a
LPP, fosfatidilinositol sintasa (Pl sintasa), fosfoinositido-3-quinasa (PI3K) y
fosfolipasa D (PLD) son moduladas por luz (Rajala y col., 2002, Giusto y col., 2000,
Ghalayini y col., 1998, Ghalayini y Anderson, 1995, Ghalayini y Anderson, 1984).

Nuestro grupo de trabajo ha demostrado ademas que la modulacién por luz de PLD
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y DAGK implica la movilizacion desde el ROS hacia el RIS de RhoA, una proteina
G pequeiia que activa a la enzima PLD (Salvador y Giusto, 2006) y la movilizaciéon
en sentido opuesto de la DAGKe (Natalini y col., 2013), disminuyendo y

aumentando la actividad de PLD y DAGKe en ROS, respectivamente.

El sistema cannabinoide endégeno o endocannabinoide (SEC) esté
compuesto por receptores de membrana, ligandos endégenos (endocannabinoides,
EC), que incluyen una variedad de amidas, ésteres y otros derivados del acido
araquidoénico, y las enzimas responsables del metabolismo de estos ligandos. Los
EC son moléculas de naturaleza lipidica siendo los mas estudiados el 2-
araquidonoilglicerol (2-AG) y la araquidonoil etanolamida (Anandamida, AEA). La
principal via de sintesis del 2-AG involucra la hidroélisis del diacilglicerol (DAG) por
accion de la enzima diacilglicerol lipasa (DAGL). Esta enzima presenta dos
isoformas, DAGLa y DAGL, siendo la isoforma DAGLa la principal enzima
involucrada en la sintesis de este EC (Bisogno y col., 2003). El DAG, sustrato que da
origen al 2-AG, proviene de la hidrélisis del fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) por
accion de una fosfolipasa C (PLC[1) siendo este el mecanismo maés aceptado, debido
a que la activacion de los receptores metabotrépicos involucrados en la formacion
del 2-AG estan acoplados a las vias de la PLC y de la DAGL (Stella y col., 1997)
(Esquema 7). Otra via que lleva a la formacién del 2-AG es por la accién de la
lisofosfatidato fosfohidrolasa (LPAP) sobre el 2-araquidonoil lisofosfatidato (2-
araquidonoil-LPA) (Nakane y col., 2002) (Esquema 7). Otra ruta alternativa de
formacion del 2-AG es la que emplea como sustrato un DAG proveniente de la

hidrolisis del &cido fosfatidico (PA) por la accion de una PA fosfohidrolasa
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dependiente de calcio y de magnesio (Carrier y col., 2004, Bisogno y col. 1999). Una
de las vias en la formacién de este endocannabinoide, que presenta menos aportes
bibliograficos, es la que involucra a la fosfolipasa A de tipo 1 (PLA1) que actuando
sobre el fosfatidilinositol (PI) genera lisofosfatidil inositol. Este puede ser
hidrolizado por una lisofosfolipasa C (liso-PLC) produciendose 2-AG (Tsutsumi y

col., 1994, Ueda y col., 1993).

La principal via de sintesis de la AEA es a partir de una fosfolipasa D (PLD)
denominada N-araquidonoil-fosfatidiletanolamina fosfolipasa D (NAPE-PLD)
sobre el precursor fosfolipidico N-araquidonoil-fosfatidiletanolamina (NNAPE)
(Okamoto y col., 2004, Cadas y col., 1996, Di Marzo y col., 1994). Sin embargo, hay
otras rutas paralelas de sintesis de AEA donde acttian diferentes enzimas (Liu y col.,

2006. Simoén y Cravatt, 2006, Sun y col. 2004).

La degradacion del 2-AG puede producirse a través de dos vias diferentes.
Una de ellas es por hidrélisis generandose acido araquidénico y glicerol. Esta accion
es realizada principalmente por la monoacilglicerol lipasa (MAGL), quien es la
responsable de hidrolizar al 2-AG en un 85 % en el sistema nervioso (Pascual y col,
2013, Blankman y col., 2007). Otras enzimas involucradas en esta actividad catalitica
son la serina hidrolasa con dominio a/ 6 (ABDHS6), la serina hidrolasa con dominio
a/p 12 (ABDH12) y la 4cido graso amido hidrolasa (FAAH). En el sistema nervioso
ABDH6 y ABDH12 contribuyen en la hidrélisis del 2-AG en un porcentaje menor al
10 % (Pascual y col., 2013, Savinainen y col., 2012, Schlosburg y col., 2010, Dinh y
col., 2004, Dinh y col., 2002), mientras que la FAAH lo hace en un porcentaje que

oscila entre el 15 % y el 25 % (Pascual y col., 2013, Blankman y col., 2007). La otra
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via por la que el 2-AG puede ser catabolizado es la de oxidacién, a través de las
enzimas ciclooxigenasa 2 (COX-2) y/o 12-lipooxigenasa (12-LOX) (Moody y col.,
2001, Kozak y col.,, 2000) generdndose productos de oxidaciéon. La AEA es
degradada principalmente por la FAAH, produciéndose acido araquidénico y
etanolamina (Maurelli y col., 1995). Al igual que el 2-AG, la AEA también puede

ser metabolizada por la COX-2 (Woodward y col., 2008) (Esquema 7).

MAGL

ABDIHG AA + glicerol
ABDH12

FAAH

PLC

PIP,—> DAG —52-AG

y 12-LOX
COX-2 Productos de

LPA oxidacion

Sintesis Degradacion

Esquema 7. Principales vias de sintesis y degradacién del 2-araquidonoilglicerol (2-AG).
Las enzimas involucradas en el metabolismo del 2-AG estudiadas en esta Tesis estan
resaltadas en verde. PIP: fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato, DAG: diacilglicerol, LPA: acido
lisofosfatidico, PLCP: fosfolipasa C beta, DAGLa/ 3: diacilglicerol lipasa alfa o beta, LPAP:
lisofosfatidato fosfohidrolasa, MAGL: monoacilglicerol lipasa, ABDH6: serina hidrolasa
con dominio a/p 6, ABDH12: serina hidrolasa con dominio a/f3 12, FAAH: acido graso
amido hidrolasa, COX-2: ciclooxigenasa-2; 12-LOX: 12-lipooxigenasa; AA: 4&cido
araquidonico.

Los EC pueden actuar sobre los receptores de la misma célula en la que se
formaron o pueden ser liberados al espacio extracelular donde se unen a ciertas
proteinas de transporte y son llevados hasta blancos mas distantes (Piomelli, 2003).
Los receptores a los cuales se unen los EC son denominados receptores

cannabinoides, estos también son activados por el A%-tetrahidrocannabinol (THC),

el mayor componente psicotropico de las flores de la planta Cannabis sativa. El
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receptor cannabinoide 1 (CB1) fue el primero en ser descubierto en el cerebro
(Matsuda y col.,, 1990) y es abundante en el sistema nervioso central (SNC),
particularmente en el cortex, ganglios basales, hipocampo y cerebelo (Mackie, 2005).
El segundo fue el receptor cannabinoide 2 (CB2) caracterizado en células del sistema
inmune (Munro y col.,, 1993). Los receptores CB1 y CB2 son miembros de la
superfamilia de receptores de siete segmentos transmembrana y poseen dominios
que pueden asociarse con proteinas G de la familia Gi/o. Los receptores
cannabinoides estdn involucrados en distintas vias de transduccion de sefiales. Una
de las mas estudiadas en tejidos y en células, es aquella que comprende la activacion
de Gi con la consecuente inhibicién de la adenilil ciclasa (AC). La inhibicién de la
produccion de adenosin monofosfato ciclico (AMPc) es una respuesta caracteristica
de agonistas cannabinoides sobre el receptor CB1 en tejido cerebral (Childers y col.,
1994, Bidaut-Russell y col., 1991) y en lineas celulares que expresan este receptor
(Felder y col., 1993). Sin embargo, los receptores cannabinoides pueden estimular la
AC por la via de sefializaciéon Gs en algunos modelos experimentales (Calandra y
col., 1999, Glass y col., 1997, Maneuf y Brotchie, 1997). Existe evidencia que relaciona
a los receptores cannabinoides con el flujo de iones Ca?* y con la mayor actividad
de las enzimas fosfolipasas A y C. Ademas, la estimulacién de estos receptores
conduce a la fosforilaciéon y consecuente activaciéon de la proteina quinasa activada
por mitégenos p42/p44 (MAPK) y de la quinasa Jun N-terminal (JNK) como vias
de sefializaciéon que regulan factores de transcripcién nuclear. Se ha reportado que
el receptor CB1 puede regular canales que permean Ca?* y K* probablemente por

activacion de la proteina Go (Howlett, 2005). También se ha demostrado la
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participacion de la P-arrestina-1 y de la B-arrestina-2 en la sefializaciéon de CB1 y
CB2 (Ibsen y col., 2019). El reclutamiento de p-arrestina-2 por la activaciéon de los
receptores CB1 y CB2 podria participar en la desensibilizacion e internalizacién de
los mismos (Chen y col., 2014, Daigle y col., 2008).

Los EC pueden activar a otros receptores distintos a los receptores CB1 y CB2.
Uno de ellos es el receptor de potencial transitorio vanilloide tipo 1 (TRPV1), el
primer receptor cannabinoide ionotrépico identificado, que puede ser activado por
AEA y 2-AG (Zygmunt y col., 2013, Smart y col., 2000). Este receptor es un canal
catiénico perteneciente a la familia de receptores de potencial transitorio (TRP) que
estdn involucrados en la homeostasis de Ca?* en las células (Van der Stelt y Di
Marzo, 2005). El TRPV1 es homoélogo de los canales de potencial de receptor
transitorio (TRP) descriptos en los fotorreceptores de Drosophila los que son
activados por luz (Leung y col., 2008, Minke y col., 1982, Montell y col., 1985). En
relaciéon al receptor TRPV1 se observd que las ondas (a-wave y b-wave) en
condiciones fotépicas y escotdpicas son indistinguibles en ratones knock out para
éste respecto a los animales controles (Shen y col., 2009).

Otros receptores que también interacttan con ligandos cannabinoides
sintéticos, EC y fitocannabinoides son el receptor GPR55 y los receptores nucleares
PPAR (Ryberg y col., 2007, Burstein, 2005). El GPR55 forma heterodimeros con los
receptores CB1 y CB2, encontrandose estas conformaciones expresadas en regiones
especificas del SNC (Martinez-Pinilla y col., 2020, Balenga y col., 2014, Martinez-

Pinilla y col., 2014).
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Uno de los aspectos més importantes estudiados de los EC es su capacidad
para actuar como mensajeros retrégrados ya que se unen a receptores presindpticos,
modulando la liberacion de wuna gran variedad de neurotransmisores
(Hashimotodani y col., 2007, Schlicker y Kathmann, 2001). Los EC son sintetizados
y liberados al medio extracelular desde neuronas postsindpticas, y ejercen la
mayoria de sus acciones uniéndose a los receptores CB1 que se encuentran
presentes en el terminal presinaptico (Schliker y Kathmann, 2001). La liberacién de
los EC se desencadena por estimulos como la despolarizaciéon de la membrana
postsinaptica en la que se ven involucrados canales de Ca?*, la activacién de
receptores acoplados a la proteina Gq, la activacion de receptores asistidos por Ca?*,
la elevacién de los niveles de Ca?* sumada a la activaciéon de receptores y otros
eventos desencadenados por la actividad sinaptica (Hashimotodani y col. 2007). En
la actualidad se cree que el tipo de regulacién rapida y controlada que ejercen los
EC como moduladores retrégrados de la neurotransmision es mediada
preferentemente por el 2-AG (Piomelli, 2014).

Si bien la sefializacion retrégrada sigue siendo el principal mecanismo por el
cual los EC regulan la funcién sindptica, se cuenta con evidencia que indica que
también podrian actuar de manera autdcrina, por union a los receptores vanilloides
TRPV1 o a los receptores CB1 localizados en los terminales postsinapticos, o
modulando indirectamente las funciones pre y postsinapticas por sefializaciéon a
través de astrocitos (Castillo y col., 2012).

La importancia del SEC en la regulacion de la neurotransmisién en el sistema

nervioso central (SNC) ha sido ampliamente demostrada (Zou y Kumar, 2018),
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razon por la cual en los taltimos afios se ha comenzado a estudiar este sistema en el
tejido ocular. Los aportes bibliograficos que dan cuenta del rol del SEC en este tejido
y considerando que la retina es una extensiéon del SNC es l6gico inferir que el SEC
podria estar implicado en la respuesta visual.

La presencia de algunos de los elementos del SEC ha sido demostrada en el
tejido ocular de diferentes especies, desde peces hasta primates (Bouchard y col,,
2016, Cottone y col., 2013, Yazulla, 2008, Lograno y Romano, 2004). En relacién a los
EC, se encontré que los niveles del 2-AG son significativamente mas altos que los
de la AEA en retinas humanas y bovinas (Chen y col., 2005, Bisogno y col., 1999).
Por otra parte, se ha demostrado la presencia de las enzimas encargadas de la
sintesis y de la degradacién del 2-AG en retina. La DAGL y la MAGL se expresan
en retina de rata y ratones (Maccarone y col., 2016, Cecyre y col., 2014, Hu y col.,
2010). En retina de ratones la DAGLa se detect6 en células bipolares tipo 1 OFF
contigua a los terminales sindpticos de los conos que expresan CB1, mientras que la
DAGL solo se encontré en los vasos sanguineos retinales. La presencia de MAGL
se describi6 en los ROS y en los segmentos externos de los conos (COS), en la capa
plexiforme externa (OPL), observandose su méxima expresion en la capa plexiforme
interna (IPL) (Hu y col., 2010).

Se ha establecido que el SEC tiene un rol en el desarrollo del cerebro, ya que
la exposicion a cannabinoides durante el desarrollo genera alteraciones
neurofuncionales (Fride, 2008). En este sentido los trabajos de Cécyre y col. (2014),
donde se evalda la presencia y la localizacion de la DAGLa y de la MAGL en retina

de rata durante el desarrollo postnatal, demuestran que la DAGLa esta altamente
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expresada en células fotorreceptores, horizontales, amacrinas y ganglionares, a lo
largo del desarrollo; mientras que la MAGL aparece en etapas tardias del desarrollo
y su presencia esta limitada a células amacrinas y de Miiller (Cecyre y col., 2014).

Los receptores cannabinoides también se expresan en diferentes capas de la
retina de distintas especies (Bouskila y col., 2012, Lopez y col., 2011, Straiker y col.,
1999, Yazulla y col., 1999). El receptor CB1 fue encontrado en retinas de mono
Rhesus, ratones, rata, pollo, pez dorado y salamandra. Este receptor fue detectado
en la OPL, localizado en COS y ROS, y también en el soma de las células amacrinas
y en las células ganglionares. Una baja expresion del mismo fue observada en los
segmentos externos e internos de los fotorreceptores de mono, rata, ratén y pollo
(Straiker y col., 1999). Yazulla y col. (1999) también estudiaron la localizacién del
receptor CB1 en retina de rata, sus hallazgos indican una extensa distribucién en las
células bipolares de bastones, en un subtipo de células amacrinas gabaérgicas y en
células horizontales, como también en la IPL (Yazulla y col., 1999). Asimismo los
estudios de Bouskila y col. (2012) empleando retinas de monos Chlorocebus sabeus
(mono vervet) demostraron la expresion del receptor CB1 en fotorreceptores, OPL,
capa nuclear interna (INL), IPL y capa de células ganglionares retinales (RGCL).
Estos autores observaron ademds una localizacién preferencial del receptor en
conos de la retina central, y una ligera expresion en COS y ROS en la OPL (Bouskila

y col., 2012).

En lo que respecta al receptor CB2, su distribucion fue estudiada en retina de

rata adulta, detectindose su presencia en el epitelio pigmentario, en el RIS de
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fotorreceptores, en células amacrinas y en células horizontales; ademas de

observarse en la RGCL y en la IPL (Lopez y col., 2011).

La expresion de otros receptores que responden a cannabinoides, como los
receptores GPR55 y TRPV1, también se ha descripto en retina (Bouskila y col., 2013,
Zimov y col., 2004). En retinas de mono vervet se observé la localizacién del receptor
GPRb55 en la capa de fotorreceptores, con mayor predominio en RIS, y colocalizando
con rodopsina en los bastones (Bouskila y col., 2013). Estudios en retinas de
Brachydanio rerio (pez Cebra) y de Carassius auratus (pez Dorado), ubican al TRPV1
solo en la OPL, especificamente en los terminales sindpticos de conos y bastones

(Zimov y col., 2004).

Debido a la presencia del SEC en la retina es que se ha evaluado si este
sistema tiene un rol funcional en la visién, analizando los registros de
electroretinogramas (ERG) en respuesta a la estimulacion por luz. Los registros de
los ERG son generados principalmente por la respuesta de los fotorreceptores
(conos y bastones), del complejo de células bipolares ON y de células de Miiller. Los
ERG evaltian dos condiciones: la fotépica de adaptacién a luz, respuesta mediada
por los conos, y la escotépica de adaptacion a la oscuridad, donde se evalta la
funcionalidad de los bastones. Estas condiciones son definidas de acuerdo a la
intensidad luminica del flash, medido en candelas por segundo por metro
(McCulloch y col., 2015). Dos principales componentes son observados en un ERG:
un componente electronegativo llamado a-wave generado por la hiperpolarizacion

de los fotorreceptores, seguido de un componente electropositivo llamado b-wave
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que refleja la despolarizacion del complejo de células bipolares ON y de Miiller

(Viswanathan y col., 1999).

El mono vervet fue una de las especies empleadas para estudiar el rol de los
receptores cannabinoides en la funcién retinal normal. Para esto se evalu6 por ERG,
los cambios en la actividad neural empleando antagonistas de los receptores CB1 y
CB2 (AM251 y AM630, respectivamente) que fueron administrados por inyeccion
intravitrea. El antagonista del CB1 increment6 la amplitud de a-wave en condiciones
fotopicas, mientras que el antagonista CB2 incremento la amplitud de a- y b-waves.
En condiciones escotdpicas, ambos antagonistas incrementaron la amplitud de b-
wave no modificandose la amplitud de a-wave. Estas observaciones indican que
ambos receptores cumplen un rol en la funcionalidad retinal (Bouskila y col., 2016).
Otros estudios conducentes a evaluar la funcién del SEC en la vision se realizaron
empleando ratones knock out para el receptor CB1 o para el receptor CB2. Estos
trabajos revelan que solamente en ratones carentes de CB2 en condiciones fotdpicas
las amplitudes de b-wave requieren de un tiempo mayor de adaptacioén a la luz para
alcanzar valores del control. Por otro lado, en condiciones escotépicas las
amplitudes de la a-wave se vieron incrementadas en ratones carentes del receptor
CB2, mientras que no se modificaron en ratones con receptor CB1 ausente. Esto
indica que el receptor CB2 estaria particularmente involucrado en la respuesta a la
luz, y que ambos receptores podrian tener diferentes roles en el procesamiento

visual (Cecyre y col., 2013).

El rol funcional del GPR55 en el proceso visual también ha sido estudiado.

En monos vervet, se observé que el estimulo de este receptor, por el agonista
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lisofosfatidilglucésido (LGP), produce un incremento en la amplitud de la onda b-
wave del ERG en condiciones escotépicas, mientras que su bloqueo, por el
antagonista CID16020046, disminuye la amplitud de esta onda. Por el contrario, en
condiciones fotopicas los pardmetros analizados de los ERG no fueron afectados por
estas drogas. Todo esto lleva a concluir que el GPR55 cumple un rol funcional en la

visién escotdpica (Bouskila y col., 2016).

Los receptores cannabinoides también se encuentran involucrados en la
regulacion de los canales ionicos de las células de la retina (Fan y col., 2003, Straiker
y Sullivan, 2003). Fan y Yazulla han observado que WIN 55,212-1 (WIN), un
agonista de receptores cannabinoides, modula de manera dependiente de la
concentracion, las corrientes modificadas por voltaje de iones Ca?*, K* y Cl-en el
segmento interno de conos del pez dorado (Carassius auratus). Concentraciones de
WIN menores a 1uM incrementaron las corrientes de Ca2?*, K* y ClI,, efecto en el que
estarfa involucrada una proteina Gs; concentraciones de WIN mayores a 1uM
suprimieron estas corrientes, relacionandose la accién a una proteina Gi/o. Todos
los efectos observados por WIN fueron bloqueados por el antagonista del receptor
CB1 (SR141716A) (Fan y col., 2003). En el mismo modelo, también se observé que
las corrientes de K* de las células bipolares ON de la retina fueron inhibidas por dos
agonistas del receptor CB1 (WIN y CP54490), y dicho efecto fue bloqueado por el
antagonista del receptor CB1 (SR141716A). Estos resultados estarian relacionados
con el hecho de que la expresion del receptor CB1 es abundante en las membranas
de los terminales sinapticos de las células bipolares ON (Yazulla y col., 2000). Otros

trabajos reportan que la activaciéon del receptor CB1 presente en los terminales
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sindpticos de los fotorreceptores y en las células bipolares de salamandra
(Ambystoma tigrinus) modulan diferencialmente las corrientes de Ca?* y K+ (Straiker
y col., 2003, Straiker y col., 1999). WIN increment6 la corriente de Ca?* en los
bastones y la disminuyé en los conos; y suprimi6 la corriente de K* en ambos
fotorreceptores (Straiker y Sullivan, 2003). La corriente de Ca?* fue inhibida por este
agonista en células bipolares, y las de Ca?* y K* en células ganglionares (Zhang y
col., 2013, Lalonde y col., 2006, Straiker y col., 1999). Sin embargo, el empleo de
antagonistas de los receptores CB1 y CB2, demostré que el efecto de WIN en la
modulacién de la corriente de K* de las células ganglionares es independiente de la

activacion de estos receptores (Zhang y col., 2013).

La retina es parte del SNC y como tal puede ser afectada por distintos
procesos que llevan a su neurodegeneracién. En este sentido se han explorado
diferentes estrategias neuroprotectoras para preservar a la retina de procesos
degenerativos que la afectan, como lo son el glaucoma, la retinopatia diabética, la
degeneracion macular relacionada a la edad y la retinitis pigmentosa (Rapino y col.,
2018). En la degeneracion macular relacionada a la edad y en otras enfermedades
retinales, se ven afectados los fotorreceptores tanto en ntimero como en
funcionalidad (Curcio, 2001). Modelos animales sometidos a dafio retinal por
exposiciéon a alta intensidad luminica han sido empleados para dilucidar los
mecanismos que subyacen a la disfuncion retinal en varias enfermedades oculares.
Esta ampliamente descripto el rol del SEC cumpliendo funciones neuroprotectoras
en diversos procesos neurodegenerativos que afectan al SNC (Pascual y col., 2014,

Harvey y col., 2012, Scotter y col., 2010, Fernandez-Ruiz y col., 2000) como también
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en modelos de neurodegeneracion retinal (Araujo y col., 2017, Kokona y Thermos,
2015, Slusar y col., 2013, Yazulla, 2008, Nucci y col., 2007). Algunos datos en lo que
respecta al SEC y al dafio retinal son aportados por la literatura. Estudios de las
enzimas relacionadas al metabolismo de los EC, y de los receptores a los que ellos
se unen fueron realizados en ratas albinas sometidas a dafio retinal inducido por
luz. Estos trabajos mostraron que tanto los niveles de ARN mensajero (ARNm)
como el nivel proteico de las enzimas de sintesis (DAGL y NAPE-PLD) y de
hidrolisis (MAGL y FAAH) del 2-AG y de la AEA no se veian modificados frente a
la injuria. Sin embargo, el ARNm y la expresion proteica de los receptores CB1 y
CB2 se vieron incrementados (Maccarone y col., 2016). En lo que respecta a estudios
de la funcionalidad de los receptores que responden a cannabinoides en modelos
de injuria retinal inducido por exposicién a la luz se observé que el bloqueo
selectivo de los receptores CB1 y CB2 era capaz de reducir la muerte de
fotorreceptores preservando la morfologia y la funcionalidad celular, demostrando
ademas una mayor participacion del receptor CB2 en el efecto (Maccarone y col.,,
2016). Por otra parte, Imamura y col. (2017) utilizando el mismo modelo de dafio
retinal en ratones y en otro modelo de dafio donde la linea celular de conos 661 W
era sometida a 2500 luxes durante 24 horas, reportaron un incremento en el nivel de
expresion del receptor CB1 y demostraron que el bloqueo de este receptor por el
antagonista Rimonabant anulaba el dafio neural y el deterioro funcional de la retina
generado por la luz (Imamura y col., 2017). Estos mismos autores reportaron una
disminucién en los niveles del receptor CB2 en los dos modelos anteriores y

observaron que el agonista del receptor CB2 (HU-308) tiene un efecto protector
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frente al dafio inducido por luz en células 661 W, efecto que fue atenuado por el
antagonista del receptor CB2 (SR144528) (Imamura y col., 2018). En conclusién, los
trabajos de Imamura demuestran que el receptor CB2 esta involucrado en la

proteccion retinal al dafio inducido por luz.

En otros modelos de injuria retinal donde el dafio es generado por isquemia,
se observé una disminucion en los niveles endégenos de AEA al igual que en la
expresion de los receptores CB1 y TRPV1 (Nucci y col., 2007). En el mismo trabajo
se report6 que la inhibicién de la FAAH, la enzima encargada de la degradacion de
la AEA, minimiz6 el dafio retinal observado en el modelo isquémico; y que la
Metanandamida (un analogo de la AEA) redujo la pérdida de células en la RGCL,
efectos que desaparecieron al antagonizar los receptores CB1 o TRPV1 (Nucciy col.,
2007). Resultados similares fueron encontrados en otro modelo de dafio generado
por axotomia del nervio 6ptico en rata, donde la inhibiciéon de la FAAH por URB597
increment6 la supervivencia de las células ganglionares de la retina, efecto que era
mediado principalmente por el receptor CB1 (Slusar y col., 2013). Al receptor CB1
también se lo relacion6 con la neuroproteccion de las neuronas amacrinas de retina
de rata cuando son sometidas in vivo a excitotoxicidad por AMPA (Kokona y

Thermos, 2015).

Lo detallado precedentemente respecto al SEC en la retina indica que algunos
elementos de este sistema se encuentran regionalizados en ciertos tipos neuronales,
que la administraciéon de cannabinoides exdgenos alteraria varias funciones de la
retina, que los cannabinoides modularian canales i6nicos y otras corrientes de

membrana de alta relevancia en el proceso de respuesta a la luz y que ademas estas
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moléculas cumplirfan un rol protector frente a la neurodegeneraciéon retiniana
inducida por luz. Todo esto sugiere un papel sustancial del sistema cannabinoide
en la fisiologia de la retina, y tal vez en la visién en general. Sin embargo, al inicio
de este trabajo nada se conocia sobre el metabolismo de los cannabinoides
enddgenos ni de su modulacién por luz especificamente en el segmento externo de

los bastones, objetivos cubiertos en esta Tesis.
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OBJETIVOS GENERALES

Evaluar en la fraccién fotosensible de la retina de mamifero (células
fotorreceptoras): 1) la presencia, la actividad y la regulacién por estimulo luminico
de los distintos elementos del sistema cannabinoide: las enzimas involucradas en el
metabolismo del 2-AG y los receptores a los que los cannabinoides se unen, 2) la
biodisponibilidad de 2-AG en relacion con las proteinas involucradas en el proceso
visual y 3) la modulacién farmacolégica de la biodisponibilidad de 2-AG por efecto
de agonistas y de antagonistas de los receptores a los que los cannabinoides se unen

con mayor afinidad.
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MATERIALES Y METODOS

1. Modelo experimental

La expresion de las enzimas y receptores relacionados con el sistema
cannabinoide, y las actividades enzimaticas involucradas en el metabolismo del 2-
AG fueron analizadas en los segmentos externos de células fotorreceptoras. Los
ROS fueron obtenidos a partir de retinas mantenidas en oscuridad o estimuladas

por luz.

1.1 Exposiciéon de la copa del ojo a la luz y obtencion de los segmentos externos
de bastones provenientes de retinas mantenidos en oscuridad (ROS O) y de

retinas expuestas a luz (ROS L)

Para desarrollar este trabajo de Tesis se emplearon ojos bovinos donados por
el frigorifico “Hilario Vifiuela” de la ciudad de Bahia Blanca. Estos fueron colocados
en hielo inmediatamente después del sacrificio del animal y mantenidos en
oscuridad durante 2 horas hasta su utilizaciéon. Los ojos fueron seccionados con
bisturi, y la cérnea, el lente y el humor acuoso removidos bajo luz roja para evitar el
blanqueamiento de la rodopsina (Esquema 8 A). Luego, la copa del ojo (conteniendo
la retina) fue mantenida en oscuridad (condicién oscuridad) o expuesta a 3000 luxes
(condicién luz) durante 30 minutos, a temperatura ambiente (Esquema 8 B). Con el
propoésito de preservar el tejido durante el periodo de estimulo luminico, se le
adicion¢ a la copa del ojo una solucién iénica de pH 7,33 con una composicion y
concentraciéon de electrolitos similar a la del liquido cefalorraquideo denominada

AMES. Este medio estd compuesto por NaCl 119,5 mM, KC1 3,6 mM, NaH>PO4 0,1
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mM, Na;HPOs4 0,4 mM, MgSOs 1,2 mM, CaClz 1,15 mM, NaHCOs 22,6 mM y 2
mg/ml de glucosa. El pH (7,33) del AMES fue logrado gaseando el medio con una
mezcla de O2: CO2 (95 : 5, v/v) (Ames y Hastings, 1956). Posteriormente, las retinas
fueron separadas del epitelio pigmentario con una espatula de bordes romos,
despegéndolas suavemente desde el borde externo de la copa hacia la zona del
nervio 6ptico, seccionandolo y permitiendo asi la extracciéon de la retina. A partir de
las retinas mantenidas en oscuridad o en luz se obtuvieron los segmentos externos
de los bastones (ROS, por su sigla en inglés) que fueron denominados “ROS O” o

“ROS L”, respectivamente.

fEOOO luxes

Medio Ames

A %
\\\ \

' //l

Ojo bovino Copa del ojo Exposicion a luz
durante 30 minutos

Esquema 8. A) Seccién del ojo bovino para la obtencién de la copa ocular. B) Exposicién de
la copa del ojo a la luz.

Para la obtencién de los ROS, las retinas fueron removidas de la copa del ojo
y resuspendidas en una solucién de sacarosa 40 % en buffer fosfato 70 mM (pH 7,2)
conteniendo MgCl> 1 mM, DIT 1 mM, PMSF 0,1 mM, aprotinina 1 mg/ml,
pepstatina 1 mg/ml y leupeptina 2 mg/ml (buffer A). Estas fueron sometidas a
agitacion mecénica suave durante 1 minuto para desprender los ROS, y luego
centrifugadas a 2200 x g por 4 minutos. El sobrenadante fue diluido en una

proporcion 1 : 2 con buffer A libre de sacarosa y centrifugado a 35 000 x g por 30
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minutos. Los ROS sedimentados fueron resuspendidos en una solucién de sacarosa
0,77 M en buffer A y sembrados sobre un gradiente discontinuo compuesto de
sacarosa en concentraciones de 0,84 M, 1,00 M y 1,14 M, preparadas en buffer A. El
gradiente fue centrifugado a 112 500 x g por 60 minutos, obteniéndose los ROS
purificados en la interfase comprendida entre las densidades de sacarosa de 0,84 y
1,00 M. Estos fueron diluidos en buffer A libre de sacarosa en una proporcién1:2y
centrifugados a 35 000 x g por 30 minutos (Kuhn, 1982) (Esquema 9). Los ROS
obtenidos fueron alicuotados y almacenados a -70 °C en oscuridad. Todo el

procedimiento de extracciéon de los ROS fue realizado a 4 °C y bajo luz roja.

Filtrado del sobrenadante

Resuspender el pellet
"¢ @4 35000g/4min frs
| — l ' —

Agitacion suave /1 min
+ @4 2200g/4 min
_— | —»

TN
|

ROS purificados
/ Retinas
Sacarosa 40 % Sacarosa 0,77 M Sacarosas
en buffer A en buffer A en buffer A

O ROS: segmentos
externos de bastones

ROS @4 35000 /30 min

s —_—
purificados . "
@/‘ : centrifugacion

ROS O ROSL

Esquema 9. Protocolo de obtencién de ROS segtin el método de Kiithn (1982). A partir de
las retinas mantenidas en oscuridad o expuestas a luz (3000 luxes) por 30 minutos se
obtuvieron los ROS O y los ROS L, respectivamente.
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1.2 Exposicién de los segmentos externos de las células fotorreceptoras a la luz.
Obtenciéon de segmentos externos de bastones provenientes de retinas

mantenidas en oscuridad y expuestos a luz (ROS B)

Los ROS provenientes de ojos mantenidos en oscuridad (ROS O) fueron
resuspendidos en buffer A libre de sacarosa y expuestos a 3000 luxes por 30 minutos

a temperatura ambiente. Estos fueron denominados ROS B (Esquema 10).

Buffer A
ROS O

ﬁ 3000 luxes

ROS O

ROS B

Esquema 10. Los ROS aislados en oscuridad fueron expuestos a la luz (3000 luxes) por 30
minutos, obteniéndose los ROS B.

1.3 Analisis electroforético de las proteinas de ROS O, ROS Ly ROS B

Para analizar la composicién de las proteinas del ROS O, ROS L y ROS B, se
utilizaron 10 o 35 ng de proteina resuspendidas en buffer Laemmli 5X (Tris 0,25 M
pH 6,8, 2-mercaptoetanol 20 %, glicerol 40 %, SDS 8 % y azul de bromofenol 0,01 %)

en una proporciéon 4 : 1 (muestra: Laemmli) (Laemmli, 1970). Estas muestras fueron
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resueltas en SDS-PAGE empleando geles de acrilamida y bis acrilamida en buffer
Tris-glicina al 10 % a una corriente constante de 0,03 amperios (Laemmli, 1970). Para
tefiir las proteinas, los geles fueron incubados con Commassie Blue (Brilliam Blue R
0,35 %, metanol 50 % y acido acético 5 %) durante 2 horas a temperatura ambiente
con agitaciéon suave, y luego lavados con una solucién de metanol, agua y acido
acético (50 :40: 10, v/v) para retirar el exceso de colorante. El peso molecular de las
proteinas analizadas se identific6 empleando el marcador Precision Plus Protein

Standards Kaleidoscope (BIO-RAD, Hercules, CA, USA).

2. Inmunodeteccion de proteinas por Western Blot

2.1 Preparacion de las muestras

La inmunodeteccién de los receptores y las enzimas se realizé empleando 100
ng de proteinas de ROS O, ROS L o ROS B. Las muestras fueron resuspendidas en
buffer Laemmli 5X como se describe en la secciéon 1.3 de Materiales y Métodos, y
calentadas a 60 °C durante 15 minutos. Ademads, se procesaron muestras de la
fraccién de membrana (80 pg) y del citosol (15 pg) de ROS O y ROS B. Para obtener
estas fracciones, ambas preparaciones de ROS fueron resuspendidas en buffer A 'y
centrifugadas a 35 000 x g durante 30 minutos a 4 °C. El pellet y el sobrenadante

obtenidos correspondieron a la fraccién de membrana y de citosol, respectivamente.

2.2 Electroforesis y transferencia de las proteinas

Las proteinas fueron resueltas en SDS-PAGE usando geles de acrilamida y

bis acrilamida en buffer Tris-glicina al 10 % a una corriente constante de 0,03



MATERIALES Y METODOS

36
amperios (Laemmli, 1970). Posteriormente, las proteinas fueron transferidas a una
membrana PVDF (Inmobilon-P PVDF) durante 75 minutos a 90 Voltios constantes,

utilizando un Mini Trans-Blot cell electro blotter (BIO-RAD, Hercules, CA, USA).

2.3 Bloqueo, incubaciones con anticuerpos e inmunodeteccién

Las membranas obtenidas fueron bloqueadas con 5 % de leche descremada
en buffer Tris salino (Tris-HCI 20 mM, NaCl 150 mM) pH 7,5 conteniendo 0,05 % de
Tween 20 (TBS-T) por 1 hora, e incubadas toda la noche a 4 °C con distintos
anticuerpos primarios. Estas fueron lavadas 3 veces con TBS-T durante 5 minutos
cada vez, y seguidamente, incubadas por 3 horas a temperatura ambiente con el
anticuerpo secundario correspondiente (1 / 1000 - 1 / 4000) conjugado a la
peroxidasa de rabano (HRP). Finalmente, las membranas fueron lavadas con TBS-T
como se describié anteriormente. Las especificaciones de los diferentes anticuerpos

primarios y secundarios empleados en esta Tesis se presentan en la Tabla 1.

Las bandas inmunoreactivas fueron detectadas por quimioluminiscencia

usando placas de revelado fotogréfico Ultracruz Autoradiography Film (Santa cruz,

CA, USA).

Para la determinacion del peso molecular de las proteinas de interés se

empleo el marcador de peso molecular Precision Plus Protein Standards Kaleidoscope

(BIO-RAD, Hercules, CA, USA).
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Los niveles de las proteinas de los receptores y de las enzimas del sistema
cannabinoide fueron cuantificados empleando el programa Image | (Image

proccessing and Analysis in Java).
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Anticuerpo secundario

Anticuerpos Dilucién Procedencia
empleado
Primarios
DAGLa 1:200 sc-390409; Santa Cruz, CA, USA Mouse - IgGk BP - HRP
MAGL 1:500 sc-398942; Santa Cruz, CA, USA Mouse - IgGk BP -HRP
CB1 1:500 sc-293419; Santa Cruz, CA, USA Mouse - IgGk BP -HRP
CB1 1:3000 L15; donado por Dr. Ken Mackie. = Mouse - HRP
CB2 1:500 sc-293188; Santa Cruz, CA, USA Mouse - IgGk BP -HRP
TRPV1 1:500 sc-12498; Santa Cruz, CA, USA Goat - HRP
GPR55 1:500 ab203663; Abcam, Cambridge, UK  Rabbit - HRP
) _ CPO06; EMD/ Biosciences-
a-Tubulina 1:3000 Calbiochem, San Diego, CA, USA Mouse - HRP
_ #2118; EMD/ Biosciences- .
GAPDH 1:1000 Calbiochem, San Diego, CA, USA Rabbit - HRP
Actina 1:1000 Sc-1615; Santa Cruz, CA, USA Goat - HRP
Secundarios
. ) . NA934, Amersham, GE Healthcare
Rabbit - HRP 1:1000 -1 - 4000 Life Sciences , Pittsburgh, PA, USA
Goat - HRP 1:1000 sc-2020, Santa Cruz, CA, USA
Mouse - HRP 1:1000 -1 : 3000 sc-2005 Santa Cruz, CA, USA

Mouse - IgGk BP -

HRP

1:1000

sc-5116102; Santa Cruz, CA, USA

Tabla 1. Anticuerpos primarios y secundarios empleados en esta Tesis
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3. Preparaciéon de sustratos radiomarcados empleados en la determinacién de las

actividades enzimaticas

3.1 Obtencién de [2-3H] fosfatidilcolina y [2-3H] triacilglicerol a partir de la

incubacién de retinas bovinas con [2-3H] glicerol

Los lipidos radiomarcados [2-°H] fosfatidilcolina ([*H] PC) y [2-3H]
triacilglicerol ([3H] TAG) fueron obtenidos como describieron Pasquaré y Giusto

(Pasquare de Garcia y Giusto, 1986).

3.1.1 Incubacién de las retinas bovinas con [2-3H] glicerol

En este procedimiento se emplearon retinas bovinas obtenidas como se describe
en la secciéon 1.1 de Materiales y Métodos. Las retinas aisladas de los ojos bovinos
fueron incubadas con [2-3H] glicerol (actividad especifica 2 Ci/mmol) (PerkinElmer,
Boston, MA, Estados Unidos) a 37 °C con agitaciéon suave y continua durante 2 horas
en un Erlenmeyer de 250 ml a razén de 5 retinas por recipiente. Se utilizaron 10 pCi de
[2-3H] glicerol y 7 ml del medio de incubacién AMES por retina (Ames y Hastings,
1956). Cada Erlenmeyer estaba provisto de un tapén de goma con agujas para la
entrada y salida de gas carb6égeno (oxigeno-anhidrido carbénico (95 : 5, v/v)), siendo
la aguja de entrada de mayor calibre que la de salida para poder mantener sobre la
superficie del liquido una presion conveniente. El gas primeramente se hizo burbujear

en una trampa de agua destilada para mantener su humedad.
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3.1.2 Extraccién, separacion e identificaciéon de los lipidos radiomarcados de las

retinas bovinas

Luego de transcurrido el tiempo de incubacioén, las retinas fueron separadas del
medio y los lipidos fueron extraidos del tejido con una mezcla de cloroformo (C) :
metanol (M) (2:1, v/v) segtin el procedimiento descripto por Folch (Folch y col., 1957).
Las retinas fueron homogeneizadas empleando un homogeneizador de tejido tipo
Potter-Elvejhem con vastago de teflon (Clearance: 0,15 - 0,23 mm). El homogenado
resultante se filtr6 y se trasvasé a un erlenmeyer con tapén de vidrio esmerilado. El
extracto se dejo reposar a temperatura ambiente durante 4 horas y seguidamente se
guardo bajo atmosfera de nitrégeno (N2), a 4 °C durante 24 horas, para luego proceder
a la purificacion de los lipidos. Para este fin, se trasvasé a tubos de tapa esmerilada y
se particion6 con una solucién acuosa de CaClz 0,05 % conteniendo glicerol 0,1 % en
una proporcién de 0,2 veces el volumen del solvente organico final. Las fases acuosa
metanolica (fase superior) y cloroférmica (fase inferior) fueron separadas por
centrifugacién a 900 x g durante 5 minutos, marcandose el menisco superior sobre cada
tubo, previo a descartar la fase superior. Sobre la fase inferior se agregé hasta la marca
la fase superior tedrica (FST), la cual consiste en una mezcla de: C: M : CaCl> 0,05 % (3
:48 :47,v/v/v) conteniendo glicerol 0,1 %. Los tubos se centrifugaron a 900 x g durante
5 minutos para separar las fases. El lavado con FST se realiz6 2 veces. Los lipidos de la

tase inferior fueron concentrados bajo atmosfera de N2 y resuspendidos en un volumen
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pequeiio de C: M (2:1, v/v). El extracto lipidico purificado se mantuvo bajo atmdsfera

de N2 a -20 °C hasta la posterior separacion en sus distintas especies lipidicas.

Para la separacion de [3H] PCy [3H] TAG del resto de los lipidos radiomarcados,
se utilizé cromatografia en capa fina (TLC). Como soporte se emplearon placas de
vidrio de 20 cm x 20 cm, la fase estacionaria de 600 pm de espesor, se prepar6 con una
suspension de silica gel G o H (Merck Millipore, Darmstadt, Alemania) dependiendo
de los lipidos a separar. Antes de ser utilizadas, las placas fueron activadas a 110 °C en
estufa durante un periodo que vari6 de 30 minutos a 1 hora. La fase mévil, compuesta
por la mezcla de solventes adecuada a los lipidos a separar, se preparé y vertié sobre

una cuba de vidrio donde se desarrollaron las cromatografias.

Para separar la [3H] PC y los lipidos neutros del resto de los lipidos, se realiz6
una TLC monodimensional utilizando como fase estacionaria silica gel H preparada en
una solucién de acetato de Mg?* al 3 % y como fase mévil C: M : HO (65 : 25 : 4,
v/v/v). La mancha correspondiente a la [3H] PC y la correspondiente a los lipidos
neutros fueron raspadas en tubos de tapa esmerilada y luego eluidas de la silica

mediante la técnica de Arvidson (Arvidson, 1968).

La [?H] PC purificada fue llevada a sequedad bajo atmoésfera de Np,
resuspendida en un volumen conocido de C : M (2 : 1, v/v), y almacenada bajo
atmosfera de N2 a -20 °C. De esta soluciéon se tomo6 una alicuota para determinar la
radioactividad por espectrometria de centelleo liquido y otra para determinar el

contenido de fésforo. Con estos datos se calculé la actividad especifica de la [3H] PC
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obtenida que fue de 50 x 10-3 uCi/pmol. Posteriormente, esta [3H] PC fue empleada

para obtener el [3H] DAG (Seccién 3.2 de Materiales y Métodos).

Por otra parte, los lipidos neutros extraidos de la silica fueron llevaron a
sequedad bajo atmodsfera de Nz y resuspendidos en un volumen pequefio de
cloroformo. Con el fin de separar los lipidos neutros entre si, se realiz6 una TLC
monodimensional empleando como fase estacionaria silica gel G preparada en agua
destilada y como fase moévil un sistema de solventes formado por hexano (H): éter
etilico (E): acido acético (Ac.Ac) (45:55 : 1,5, v/v/v). La mancha correspondiente al
[BH] TAG fue raspada en tubos de tapa esmerilada. Seguidamente, este lipido fue
extraido de la silica utilizando una mezcla de H: 2-propanol (P) (3:2, v/v). El1 [FH] TAG
purificado fue llevado a sequedad bajo atmoésfera de N2 y resuspendido en un volumen
conocido de cloroformo para luego ser almacenado a -20 °C, previo a ser gaseado con

No.

El [3H] TAG generado fue empleado para obtener el [3H] monoacilglicerol ([*H]
MAG) por la accién enzimatica de una lipasa (Seccion 3.3 de Materiales y Métodos).
Los lipidos separados en las distintas TLC, se identificaron sembrando en las placas
estdndares de referencia adecuados. Como el propédsito en este caso fue aislar los
lipidos para utilizarlos como sustratos enzimaticos, resulté importante la elecciéon de
un método de revelado que no dafiara sus estructuras. En consecuencia, la
visualizacién se realiz6 bajo luz ultravioleta luego de rociar la placa con 2,7'-

diclorofluoresceina (DCF) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos) al 0,05 % en
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metanol. Estos procedimientos se realizaron bajo una atmésfera de N2 para minimizar

la peroxidacién de los acidos grasos insaturados.

3.2 Obtencion de [2-3H] diacilglicerol a partir de la hidrélisis de la [2-3H]

fosfatidilcolina de la retina bovina

Para la obtencion del [3H] DAG se utiliz6 la [°H] PC que provenia de retinas
bovinas incubadas con [2-3H] glicerol como se especifica en la seccion 3.1 de Materiales
y Métodos. Para este fin, se incub¢ la [*H] PC (1,20 mM) solubilizada en etanol 2 % en
éter etilico (v/v) en presencia de la fosfolipasa C de Clostridium welchii (Sigma Aldrich,
St. Louis, MO, Estados unidos) en buffer Tris- HC1 50 mM pH 7,3 conteniendo CaCl; 3
mM. La incubacién fue realizada a temperatura ambiente y agitacion constante durante
4 horas. La [3H] PC y el [3H] DAG fueron extraidos con éter etilico conteniendo 1 % de
agua y separados por TLC monodimensional empleando como fase estacionaria silica
gel G preparada en agua destilada y como fase moévil un sistema de solventes formado
por H: E: AcAc (45:55:1,5, v/v/v). El [3BH] DAG fue extraido de la silica con H: P (3
: 2, v/v), y almacenado en cloroformo bajo atmésfera de N2 a -20°C (Gaveglio y col.,
2011). Se utiliz6 este solvente de almacenamiento en lugar de C : M (2 : 1) para evitar
la isomerizacion del DAG. Asimismo, se tomaron alicuotas del mismo para determinar
la radioactividad y la masa por espectrometria de centelleo liquido y por cromatografia

gas-liquido (GLC), respectivamente. Su actividad especifica fue de 50 x 10-3 pCi/pmol.
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3.3 Obtencion de [2-H] monoacilglicerol a partir de la hidrélisis del [2-3H]

triacilglicerol de la retina bovina

El [*H] TAG generado por incubaciones de retinas bovinas con [2-3H] glicerol,
como se especifica en la secciéon 3.1 de Materiales y Métodos, fue empleado como fuente
para obtener [3H] monoacilglicerol ([*H] MAG). La hidrdlisis del [3H] TAG se realiz6
por medio de una lipasa pancreética de cerdo (Calbiochem, Los Angeles, CA, Estados
Unidos). Esta enzima cataliza la reaccion de manera secuencial, es decir, primero
produce DAG y luego, a partir de éste, genera monoacilglicerol (MAG) (Lykidis y col.,
1994). Para la reaccién se utiliz6 [*H] TAG 30 pM en buffer fosfato 20 mM pH 7,0
conteniendo NaCl 3 M, CaCl> 75 mM y deoxicolato de sodio 50 mM. La incubacién fue
realizada a temperatura ambiente y agitacion constante durante 12 minutos. La
reaccion se frené con el agregado de C : M (2 : 1, v/v) y los lipidos fueron extraidos
segun la técnica de Folch (Folch y col., 1957). Seguidamente, los lipidos neutros fueron
separados por TLC como se describe en la seccién 3.1.2 de Materiales y Métodos. El
producto de la reacciéon, [PH] MAG, fue extraido de la silica segtn la técnica de
Arvidson y almacenado en C: M (2: 1, v/v) bajo atmésfera de N2a -20°C (Gaveglio y
col,, 2011, Arvidson, 1968). Asimismo, se tomaron alicuotas para determinar la
radioactividad y la masa por espectrometria de centelleo liquido y GLC,

respectivamente. Su actividad especifica fue de 150 x 10-2 uCi/ pmol.
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4. Analisis de la composicion de los acidos grasos del [2-3H] diacilglicerol y [2-3H]

monoacilglicerol

La composicion de [*H] DAG y [3H] MAG utilizados como sustratos para los
ensayos enzimaticos fue determinada por GLC. Las manchas correspondientes a estos
lipidos luego de ser separados por TLC y visualizados por un método no destructivo,
fueron raspadas, y la silica fue transferida a tubos con tapa a rosca con cubierta interna
de Teflon para obtener los metil ésteres de acidos grasos (FAME). Después de la

metanolisis, las muestras fueron sometidas a GLC.

4.1 Obtencion de los metil ésteres de acidos grasos

Los FAME se obtuvieron por metandlisis catalizada por trifluoruro de boro al 14
% en metanol a 45 °C bajo N2 durante toda la noche siguiendo la técnica de Morrison 'y
Smith (Morrison y Smith, 1964). Junto con las muestras se procesaron los controles
correspondientes que permitieron evaluar la recuperacién y la cuantificaciéon de los
acidos grasos derivatizados. Una vez obtenidos los FAME en una solucién metanélica,
se procedio a extraerlos mediante particiéon con hexano y agua en igual proporciéon que
la solucién de metanol. Luego se purificaron por TLC utilizando placas de silica gel G
previamente lavadas con M : E (75 : 25, v/v) y una fase moévil compuesta por la mezcla
de solventes H : E (95 : 5, v/v). Los FAME se visualizaron bajo luz ultravioleta luego

del rociado de las placas con DCF. Para extraerlos de la silica, se realiz6 una particiéon
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entre HO:M:H (1:1:1, v/v/v), y posteriormente tres extracciones secuenciales con

hexano, mediante agitaciéon y centrifugacion.

4.2 Analisis de los metil ésteres de acidos grasos por cromatografia en fase gaseosa

Los FAME se separaron por cromatografia de reparto gas-liquido en funcion de
la longitud de su cadena y de su grado de insaturacion. Para ello, se utiliz6 un
cromatégrafo Varian 3700 que cuenta con dos columnas de vidrio (2 m x 2 mm de
diametro) empaquetadas con una fase estacionaria polar SP2330 (Supelco, Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, Estados Unidos) 10 %, empleando N2 como gas portador (30
ml/minuto). Este cromatégrafo esta acoplado a dos detectores de ionizacion de llama
utilizando un electrémetro diferencial de dos canales. Las temperaturas del inyector y
del detector fueron de 220 °Cy 230 °C, respectivamente. Las separaciones se realizaron
sometiendo el horno de las columnas a gradientes de temperatura, en la mayor parte
de los casos con incrementos lineales de 5 °C por minuto desde una temperatura inicial
de 155 °C a una temperatura final de 230 °C, la cual se mantuvo constante durante el

tiempo necesario para permitir la elucion completa (aproximadamente 20 minutos).

Los FAME fueron identificados en base a sus tiempos de retenciéon utilizando
estandares comerciales. La cuantificacion se realiz, segtn se sefial6 anteriormente, con
un detector por ionizacién de llama, empleando integraciéon electrénica (Varian

Workstation).
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Los reactivos utilizados para determinar la composicién de los dcidos grasos presentes
en los distintos lipidos fueron adquiridos en Sigma Aldrich (St. Louis, MO, Estados

Unidos) y en J.T.Baker (Millinckrodt Baker, Phillipsburg, NJ, Estados Unidos).

5. Determinacion de las actividades enzimaticas del metabolismo del 2-

araquidonoilglicerol

Las enzimas de sintesis (DAGL y LPAP) y de hidrdlisis (MAGL) del 2-AG fueron
ensayadas a 37°C. Estas reacciones se realizaron bajo luz roja con el fin de analizar
tnicamente el efecto de la luz sobre la retina o sobre el ROS aislado. Los blancos para
cada ensayo enzimatico se hicieron de igual manera que los ensayos experimentales,

excepto que la proteina del ROS fueron previamente desnaturalizada adicionando C:

M(@2:1,v/v).

5.1 Ensayo enzimatico de la actividad de la diacilglicerol lipasa

La actividad de la DAGL fue ensayada empleando como sustrato [3H] DAG en
buffer MOPS 50 mM, pH 7,4 conteniendo albimina sérica bovina (BSA) libre de acidos
grasos al 0,25 % en un volumen final de 100 ul (Rosenberger y col., 2007). Se utiliz6 150
ng de proteina de ROS y se adicioné [H] DAG 2 mM (20 000 dpm) con una
concentraciéon equimolar de oleoil-lisofosfatidilcolina (LPC) (Sigma Aldrich St. Louis,
MO, Estados unidos). Después de 60 minutos de incubacién la actividad enzimatica
fue frenada con el agregado de C: M (2 : 1, v/v). La fase organica fue separada de la

acuosa luego de agregar CaCl, 0,05 %, y centrifugar a 900 x g durante 5 minutos. A
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partir de la fase orgénica (inferior) los lipidos [°H] MAG y [3H] DAG fueron resueltos

como se especifica en la secciéon 5.4 de Materiales y Métodos (Giusto y Bazan, 1979).

5.2 Ensayo enzimatico de la actividad de la lisofosfatidato fosfohidrolasa

Para ensayar la actividad de la lisofosfatidato fosfohidrolasa (LPAP) se emple6
como sustrato 1-[9,10-3H]oleoil-lisofosfatidato (1-[9,10-3H]oleoil-LPA) (Actividad
especifica de 54 mCi /pmol) (American Radiolabeled Chemicals, Inc, St. Louis, MO,
Estados Unidos) 6000 dpm y 1-oleoil LPA frio 20 uM (Sigma Aldrich St. Louis, MO,
Estados Unidos) en BSA al 0,1 %. La incubacién se hizo en buffer Tris-HCl 100 mM pH
7,4 conteniendo DTT 1,2 mM y EDTA 2 mM, en un volumen final de 100 pl (Baker y
Chang, 2000). Previo al agregado del sustrato, los ROS (100 ng de proteina) se
preincubaron con una solucién de NEM 4,4 mM en el mismo buffer de ensayo por 10
minutos. Luego, se adicioné el sustrato y tras 15 minutos de incubacién la reaccion
enzimadtica fue finalizada con el agregado de C : M (1 : 1, v/v). El sustrato y los
productos de la reacciéon [3H] oleoil-MAG y [*H] oleato fueron separados como se

indica en la seccién 5.4 de Materiales y Métodos.

5.3 Ensayo enzimatico de la actividad de la monoacilglicerol lipasa

La actividad de la MAGL fue determinada incubando ROS (100 pg de proteina)
en presencia de [3H] MAG 10 uM (2500 dpm) en buffer Tris-HCl 50 mM (pH 7,5)
conteniendo EDTA 1 mM en un volumen final de 100 pl durante 15 minutos. El sustrato

fue preparado en el buffer de ensayo conteniendo BSA libre de acidos grasos 1,25
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mg/ml (Blankman y col., 2007, Baker y Chang, 2000). La reacciéon fue detenida
adicionando C: M (1: 1, v/v) y mantenida a 4°C durante 30 minutos. El producto de
la reaccion [3H] glicerol fue extraido en la fase acuosa como se indica en la seccién 5.4
de Materiales y Métodos y el sustrato sin reaccionar obtenido a partir de la fase

organica.

En la determinacion de la actividad de la MAGL, acoplada a la de la DAGL, el
[3H] glicerol formado fue recuperado particionando el extracto con 0,2 volimenes de
CaCl2 0,05 % y centrifugando a 900 x g durante 5 minutos. Esto llev6 a la formacién de
dos fases, una acuosa (superior) que fue separada en una vial para cuantificar [3H]
glicerol, y la otra orgénica (inferior) que fue llevada a sequedad bajo N2 y resuspendida
enC:M (2:1, v/v), para separar [3H] MAG y [3H] DAG como se detalla en la seccion

5.4 de Materiales y métodos.

En todos los casos los sustratos y los productos de las distintas reacciones
enzimaticas fueron identificados empleando estdndares de referencia, visualizados por
revelado con iodo y determinada su radioactividad por espectroscopia de centelleo

liquido.
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5.4 Extraccion y separacion de los sustratos y de los productos de las actividades

enzimaticas

En la reaccién enzimatica de la DAGL, el [3H] DAG y el [*H] MAG fueron
separados a partir de la fase organica empleando como fase estacionaria silica gel G

preparada en agua y como fase mévil H: E : Ac.Ac (45:55:1,5, v/v) (Esquema 11 A).

En el ensayo de la actividad de la LPAP, después de frenar la reaccién, se adicion6 1
mldeC:M:HCI125 N (1:1:0,06, v/v/v) dejondose en reposo durante 1 hora a
temperatura ambiente. Luego, el extracto fue reconstituido con 2 ml de cloroformo de
manera que la mezcla de C : M quedara en una proporciéon 2 : 1 (v/v), particionado con
0,2 volimenes de agua destilada, y posteriormente, centrifugado a 900 x g durante 5
minutos, lo que llevé a la formacion de dos fases. La fase acuosa (superior) fue separada
en una vial, llevada a sequedad a temperatura ambiente y cuantificada su
radioactividad. La fase organica (inferior) fue llevada a sequedad bajo N: y
resuspendidaen C: M (2:1, v/v) para la separacién cromatografica. Sus componentes
lipidicos, [3H] MAG, [3H] oleato y el [*H] LPA fueron separados utilizando silica gel H
preparada en una solucion de acetato de magnesio al 3 % como fase estacionaria y como
fase movil C: acetona (A) : M : Ac.Ac: H2O (30:40:10:10:4, v/v) (Rouser II) (Rouser
y col, 1970). La placa fue cromatografiada hasta un tercio y después re-
cromatografiada con H: E: Ac.Ac (45:55:1,5, v/v) hasta su borde superior (Esquema

11 B).
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Una vez frenada la reacciéon de la MAGL se adicion6 100 pl de buffer de ensayo
a cada tubo, los que fueron agitados y mantenidos en reposo durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Seguidamente, los mismos fueron centrifugados a 900 x g por 5
minutos, forméandose dos fases. La fase acuosa (superior) conteniendo el producto [°H]
glicerol y la fase organica (inferior) el sustrato ([3H] MAG). Estas fases fueron separadas

en viales, secadas a temperatura ambiente y cuantificadas.

Los solventes empleados para la extraccién, purificacién y separacién de las
distintas especies lipidicas fueron adquiridos en los laboratorios J].T.Baker
(Millinckrodt Baker, Phillipsburg, NJ, Estados Unidos) y U.V.E. (Dorwil S.A., Buenos
Aires, Argentina). Los reactivos utilizados en la preparacion de buffers para la
incubacion de las retinas bovinas fueron obtenidos en Sigma Aldrich (St. Louis, MO,

Estados Unidos).

A B

G/AGL
DAG

MAG

LPA

Esquema 11. Cromatografias realizadas para separar los lipidos después de los ensayos
enzimaticos. A. Parala actividad de la DAGL se utiliz6 como F.E: silica gel G preparada en agua
y como FM: H: E: AcAc (45:55:1,5, v/v/v). B. En la actividad de la LPAP se usé como F.E:
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silica gel H preparada en acetato de magnesio al 3 % y como F.M: 1° Rouser II hasta un tercio
dela placay 2°H: E: AcAc (45:55:1,5, v/v/V) en el mismo sentido que la primera corrida
pero hasta el borde superior de la placa. Los lipidos fueron revelados con vapores de iodo.
Acidos grasos libres (AGL), diacilglicerol (DAG), lisofosfatidato (LPA), monoacilglicerol
(MAG), E.E: Fase estacionaria, F.M: Fase movil.

6. Ensayo experimental para analizar el rol de las proteinas involucradas en el

proceso de fototransduccion en el metabolismo del 2-araquidonoilglicerol

6.1 Incubacion de los ROS con analogos de nucleétidos de guanina: GTPyS y GDPS

En esta serie de experimentos se analiz6 si el GTPYS (que disocia la subunidad
Ga de la GPy) y/o el GDPBS (que mantiene a la proteina G en su estado
heterotrimérico) en condiciones de oscuridad o luz modifican las actividades de las

enzimas de sintesis (DAGL y LPAP) y de hidrélisis (MAGL) del 2-AG.

Para esto, previo al ensayo de las actividades enzimaticas, los ROS O (2,3 mg de
proteinas) fueron resuspendidos en 320 ul de buffer A (Secciéon 1.2 de Materiales y
Métodos) libre de sacarosa conteniendo Guanosin 5° [y-tio] trifosfato (GTPyS) (Sigma
Aldrich) o Guanosin 5° [p-tio] difosfato (GDPS) (Sigma Aldrich) a una concentraciéon
final de nucleétido de 1 mM (Pasquare y col., 2000), y preincubados bajo luz roja
durante 15 minutos (Esquema 12 A). Luego de este tratamiento, los ROS se
mantuvieron en oscuridad (ROS O) o fueron expuestos a 3000 luxes por 30 minutos a

temperatura ambiente (ROS B) (Esquema 12 B).
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Esquema 12. Los ROS O (2,3 mg de proteina) fueron preincubados durante 15 minutos con 1
mM de GTPYyS o de GDPfS en luz roja (A) y luego mantenidos en oscuridad (ROS O) o
expuestos a 3000 luxes por 30 minutos (ROS B) (B) a temperatura ambiente.

6.2 Extraccion selectiva de proteinas que se asocian a la membrana del ROS

empleando buffers de distinta fuerza iénica

Con el objetivo de analizar si la extraccion selectiva de proteinas solubles y
periféricas que estdn involucradas en el proceso de fototransduccién modifica la
actividad de la DAGL y de la MAGL, enzimas reguladas por luz, se utilizaron buffers

de distinta fuerza ionica. El buffer Tris-HC1 5 mM (baja fuerza iénica) remueve proteinas
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solubles y periféricas y el de 100 mM (moderada fuerza iénica) remueve proteinas

solubles a pH 7,4.

Los ROS mantenidos en oscuridad (3,5 mg de proteina/ml) fueron
resuspendidos en buffer Tris-HCl 5 mM o Tris-HCl 100 mM a pH 7,4. De cada
tratamiento se separaron dos tubos, uno se mantuvo en oscuridad y otro fue sometido
a 3000 luxes por 30 minutos. Transcurrido ese tiempo los ROS fueron pasados 15 veces
a través de una aguja G25 5/8, y posteriormente centrifugados a 50 000 x g durante 15
minutos para obtener la fraccion de membrana (Esquema 13). Ambos buffers contenian
MgCl> 0,5 mM, DTT 1 mM, PMSF 0,1 mM, aprotinina 1 mg/ml y leupeptina 2 mg/ml.
La actividad enzimética de la MAGL fue ensayada en estas fracciones como se detalla

en la seccién 5.3 de Materiales y Métodos.
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Esquema 13. Tratamiento de los ROS con buffers de distinta fuerza iénica para la extraccion
selectiva de proteinas. Las fracciones de membrana y soluble obtenidas fueron empleadas para
la identificacion de proteinas, y a partir de la primera se ensay¢6 la actividad de la enzima de
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hidroélisis del 2-AG. La fraccion soluble fue nuevamente centrifugada a 50 000 x g durante 15
minutos para remover los restos de membrana.

6.2.1 Analisis electroforético de las fracciones de membrana y soluble de los ROS

tratados con los buffers de distinta fuerza iénica

Con el propésito de verificar que proteinas fueron extraidas por los diferentes
tratamientos, los ROS O y ROS B enteros (35 pg de proteina), la fraccién de membrana
(35 ng de proteina) y el soluble respectivo (10 pg de proteina) obtenidos a partir de ROS
O y ROS B tratados con los buffers de distinta fuerza iénica fueron sometidos a
electroforesis. Las fracciones fueron resuspendidas en buffer Laemmli 5X y resueltas en
SDS-PAGE empleando geles de acrilamida y bis acrilamida, y finalmente tefiidas con
Commassie Blue. Todo el procedimiento se realizé como se detalla en la seccion 1.3 de

Materiales y Métodos.

7. Ensayo experimental para analizar la accién de agonistas y antagonistas de los
receptores cannabinoides CB1 y CB2 sobre el metabolismo del 2-

araquidonoilglicerol

Con el fin de establecer una posible accion de ligandos de receptores CB1 y CB2
sobre el metabolismo de 2-AG, se realizaron los ensayos enzimaticos de LPAP y MAGL

en presencia de agonistas y/o antagonistas de los receptores cannabinoides.
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7.1 Incubacién de los ROS con agonistas y antagonistas de receptores CB1 y CB2

La accién de agonistas o de antagonistas de los receptores cannabinoides CB1 y CB2

sobre las distintas actividades enzimaticas involucradas en la sintesis y degradacion de

los endocannabinoides se determiné preincubando los ROS O 6 ROS B en el buffer de

ensayo de cada una de las enzimas durante 10 minutos en presencia de:

5 uM de WIN55212-2 (WIN), agonista de los receptores cannabinoides CB1 y
CB2 (Felder y col., 1995, D'Ambra y col., 1992).

5 pM de JWH-133 (JWH), agonista del receptor cannabinoide CB2 (Huffman y
col., 1999).

1 uM de SR141716 (SR1), antagonista del receptor cannabinoide CB1 (Rinaldi-
Carmona y col., 1995).

1 uM de SR144528 (SR2), antagonista del receptor cannabinoide CB2 (Rinaldi-
Carmona y col., 1998).

1 uM de SR1y 1 uM de SR2 en simultaneo.

Los agonistas y antagonistas de los receptores CB fueron vehiculizados en DMSO

alcanzando éste una concentracion final en el ensayo enzimatico de 0,2 %.

El Esquema 14 ejemplifica en una linea de tiempo el ensayo de una actividad

enzimatica, donde se visualiza el momento del agregado del ligando, la preincubacién

con el mismo, y el inicio y frenado de la reaccion.
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Esquema 14. Evaluaciéon del efecto de agonistas y/o antagonistas sobre la actividad de las
enzimas de sintesis e hidrolisis del 2-AG. El esquema representa un ejemplo de ensayo
enzimatico en una linea de tiempo. El agonista o antagonista fue adicionado al tubo que
contenia ROS O 6 ROS By el buffer de la enzima. A los 10 minutos de incubacién se da inicio al
ensayo enzimatico con el agregado del sustrato radiomarcado respectivo. El tiempo del ensayo
vari6 dependiendo de la enzima a evaluar. La reaccion fue detenida adicionando solvente
organico.

8. Métodos Analiticos

8.1 Determinacién de proteinas

Las proteinas fueron cuantificadas por el método colorimétrico descripto por
Lowry (Lowry y col., 1951). Estas fueron solubilizadas en SDS al 10 % y diluidas hasta
una concentracion final de SDS del 5 % (maxima concentracion compatible con el
método). La curva estandar fue realizada empleando una solucién de BSA (1 mg/ml)
enSDS al 5 % (p / v). La cuantificaciéon proteica se realiz6 empleando el kit comercial
DC Protein Assay (BIO-RAD, Hercules, CA, USA) y siguiendo lo especificado en el

mismo.
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Este método de determinacién de proteinas consta de dos etapas. En la primera
etapa los iones de Cu?* en medio alcalino forman un complejo con el nitrégeno de los
enlaces peptidicos. Este complejo provoca el desdoblamiento de la estructura
tridimensional de la proteina exponiendo los residuos fendlicos de los aminoacidos
tirosina y triptéfano. En la segunda parte de la reaccién, el reactivo de Folin- Ciocalteu
(acido fosfomolibdotangstico) es reducido por los grupos fendlicos dando un color

azul intenso, que es cuantificado a 750 nm.

8.2 Determinacion de la radioactividad por espectrometria de centelleo liquido

La radioactividad de los sustratos empleados para determinar las diferentes
actividades enzimaticas como los productos de las mismas fueron cuantificados
después de adicionarles 0,25 ml de agua y 5 ml de una mezcla de Preblended Dry Fluor

0,5 % (PPO 98 % y bis- MSD 2 %) en tolueno/ Arkopal N-100 (4:1, v/v).

9. Analisis estadistico

Las actividades de las enzimas del metabolismo del 2-AG fueron medidas
utilizando un minimo de tres pools diferentes con tres réplicas por condicién. En los
ensayos con los buffers de diferente fuerza idnica se realizaron tres tratamientos
independientes (ensayo) con tres réplicas de un mismo pool, y en los estudios del efecto
de agonistas / antagonistas de receptores cannabinoides se hicieron cinco mediciones
de un pool. Para determinar diferencias significativas se comprobaron los supuestos del

disefio completamente aleatorizados y se defini6 el tipo de estadistica a utilizar
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(paramétrica o no paramétrica). Para los datos paramétricos se utiliz6 la prueba de T-
student (dos comparaciones), andlisis de varianza (ANOVA) simple (mas de dos
comparaciones) o una ANOVA doble (para evaluar los efectos de dos factores). Las
comparaciones multiples fueron realizadas empleando el post test de Fisher LSD. Para
analizar los datos no paramétricos, se utiliz6 el test de Kruskal Wallis. Para el analisis
estadistico se emple6 el programa Infostat version 2018 (Facultad de Ciencias
Agropecuarias, Universidad Nacional de Coérdoba, Argentina. URL

http:/ /www.infostat.com.ar). Los datos graficados corresponden a la media + error

estandar de la media de un n minimo igual a tres. Los grados de significatividad (p) se
expresan en las leyendas de las figuras. Las diferencias entre méas de dos comparaciones
estan representadas en letras. Las letras diferentes representan diferencias

significativas. Los valores de p <0,05 se consideran estadisticamente significativos.


http://www.infostat.com.ar/
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CAPITULO 1

ESTUDIO DEL METABOLISMO DEL 2-
ARAQUIDONOILGLICEROL Y SUMODULACION POR
ESTIMULO LUMINICO EN LOS SEGMENTOS EXTERNOS

DE LOS BASTONES
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RESULTADOS

1. Efecto de la luz en los niveles de las proteinas enzimaticas involucradas en el

metabolismo del 2-araquidonoilglicerol

Las enzimas de sintesis (PLCP1 y DAGLa) y de hidrolisis (MAGL), implicadas
en el metabolismo del 2-araquidonoilglicerol fueron analizadas por la técnica de

Western Blot (WB) empleando los anticuerpos especificos para cada una de ellas.

Respecto a las enzimas de sintesis, el nivel de la enzima PLCf1 increment6 un 99 %
(Fig. 1 A), mientras que el nivel de la enzima DAGLa disminuy6 un 15 % (Fig. 1 B), en
ROS L respecto a ROS O. La DAGLa detectada en los ROS present6 un peso molecular
de ~70kDa, a diferencia del peso molecular de esta enzima descripta en tejido nervioso

humano que es de ~120 kDa.
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Figura 1. Efecto de la luz en los niveles de las proteinas enzimaticas PLCp1 (A) y DAGLa (B)
involucradas en la sintesis del 2-araquidonoilglicerol. El nivel de ambas proteinas fue
evaluado en los segmentos externos de los bastones provenientes de retinas mantenidas en
oscuridad (ROS O) o de retinas expuestas a 3000 luxes por 30 minutos (ROS L). Las enzimas
mencionadas fueron detectadas mediante la técnica de WB con los anticuerpos especificos
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como se detalla en la Tabla 1 (Seccién 2 de Materiales y Métodos). El peso molecular de cada
una de ellas lo indican los niimeros ubicados a la derecha del WB. Los graficos de barras
muestran la densidad relativa correspondiente a los niveles de proteinas en relacién con el
control de carga (actina o GAPDH). Los datos fueron analizados utilizando el test estadistico
T student. Los resultados representan la media y el error estindar (N= 3, n= 3, *p <0.05 con
respecto a ROS O).

La Fig. 2 presenta el nivel de la enzima MAGL en condiciones de oscuridad y de
luz. El nivel de la misma decrecié un 30 % en ROS L comparado al nivel observado en
ROS O (Fig. 2 A). Las enzimas de sintesis del 2-AG se ubican en la membrana, sin
embargo la MAGL es una enzima que se localiza en el citosol y/o se asocia a la
membrana (Blankman y col., 2007, Dinh y col., 2004). Por esta razén, se analiz6 la
distribucién de la enzima entre estas fracciones para determinar si se veia modificada
por luz (Fig. 2 B). Para ello, se evalu6 el nivel de MAGL en las fracciones de membrana
y de soluble de ROS obtenidos en oscuridad (ROS O) y de ROS obtenidos en oscuridad
y luego expuestos a 3000 luxes por 30 minutos (ROS B). Los resultados muestran un

ligero incremento de su nivel en la fraccién soluble de ROS B respecto al de ROS O.
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Figura 2. Efecto de la luz en el nivel de la proteina enzimatica MAGL involucrada en la
hidrélisis del 2-araquidonoilglicerol. El nivel de la proteina fue determinado en: (A) ROSO'y
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ROS L, (B) ROS O expuestos a 3000 luxes por 30 minutos (ROS B) y en las fracciones de
membrana y soluble provenientes de ROS O y ROS B. Para obtener dichas fracciones, ambas
preparaciones de ROS fueron centrifugados a 35 000 x g por 30 minutos. La enzima fue
detectada mediante la técnica de WB con el anticuerpo especifico como se detalla en la Tabla 1
(Seccion 2 de Materiales y Métodos). El peso molecular de la enzima lo indica el namero
ubicado a la derecha del WB. Los gréaficos de barras muestran la densidad relativa
correspondiente al nivel de MAGL en relacién con el control de carga GAPDH (A) o a-Tubulina
(B). Para la deteccion de la enzima se emplearon para ROS O, ROS L y ROS B 100 pg de
proteina, y 80 pg y 15 pg de proteina de la fraccion de membrana y de la fraccién soluble,
respectivamente. Los resultados fueron analizados utilizando una prueba T student y
representan en (A) la media y el error estandar (N= 3, n= 3, *p <0,05 con respecto a ROS O) y
en (B) la media y el error estandar (N= 2, n=2).

2. Efecto de la luz en los niveles de las proteinas receptoras a las que se unen los

cannabinoides

El nivel proteico de los receptores CB1, CB2, GPR55 y TRPV1, a los que se unen
los cannabinoides, fueron medidos por la técnica de WB con anticuerpos especificos
(Fig. 3). Los niveles de los receptores CB1 (Fig. 3 A) y CB2 (Fig. 3 B) se incrementaron
un 87 % y un 69 % respectivamente, en ROS L respecto a ROS O. Una disminucién del
30 % en el nivel de GPR55 se observé en ROS L (Fig. 3 C), no encontrandose diferencias
estadisticamente significativas en el nivel del receptor TRPV1 (Fig. 3 D) entre ROS L'y

ROS O.
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Figura 3. Efecto de la luz en los niveles de las proteinas receptoras a las que se unen los
cannabinoides. El nivel proteico de los diferentes receptores fue determinado en ROS O y ROS
L. CB1 (A), CB2 (B), GPR55 (C) y TRPV1 (D) fueron detectados mediante la técnica de WB con
los anticuerpos especificos como se detalla en la Tabla 1 (Seccién 2 de Materiales y Métodos).
El peso molecular para cada uno de ellos lo indican los nameros ubicados a la derecha del WB.
Los graficos de barras muestran la densidad relativa correspondiente al nivel de proteina
receptora en relacién con el control de carga a- tubulina (A y D), GAPDH (B) y actina (C). Los
datos fueron analizados utilizando una prueba T student. Los resultados representan la media
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y el error estdndar (N= 3, n= 3, ***p <0,001, **p <0,01 con respecto a ROS O). Las letras similares
indican que no hay diferencias significativas en las condiciones evaluadas.

3. Analisis electroforético de las proteinas de los ROS O y ROS L

El anélisis del perfil proteico en ROS corroboré que en condiciones de oscuridad
(ROS O) predomina la subunidad a de la transducina (Ta) (Fig. 4 A) y que el
blanqueamiento de la retina (ROS L) moviliza la arrestina al segmento externo (Fig. 4
B). La Fig. 4 C muestra una disminucion del 30 % de la Ta y un incremento del 48 % de

la arrestina en ROS L respecto a ROS O (Fig. 4 C).
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Figura 4. Efecto de la luz en los niveles de las proteinas de los ROS. Los niveles de la
subunidad a de la transducina (Ta) (A) y de la arrestina (B) fueron evaluados en los segmentos
externos de los bastones provenientes de retinas mantenidas en oscuridad (ROS O) o de retinas
expuestas a 3000 luxes durante 30 minutos (ROS L). Estas proteinas fueran resueltas en SDS-
PAGE empleando geles de acrilamida y bis acrilamida. Para los geles se emplearon 10 pg (A)
y 35 pg (B) de proteinas. El nimero entre paréntesis ubicado debajo de cada proteina analizada
indica su peso molecular en kDa. En (C) se representa la densidad relativa correspondiente a
los niveles de las proteinas en relacién a la Opsina.

4., Actividad de las enzimas involucradas en el metabolismo del 2-

araquidonoilglicerol

Las actividades de las enzimas de sintesis (DAGL y la LPAP) y de hidrélisis
(MAGL) del 2-AG fueron ensayadas en ROS de retinas provenientes de ojos bovinos
adaptados a la oscuridad (ROS O), ROS de retinas expuestas a 3000 luxes por 30

minutos (ROS L) y ROS O tratados a 3000 luxes por 30 minutos (ROS B).

4.1 Actividad de la enzima diacilglicerol lipasa y su modulacion por la luz

4.1.1 Composicion del diacilglicerol empleado como sustrato

Porcentaje de acidos

Acidos grasos grasos del [3BH] DAG

Acido palmitico (16:0) 35
Acido palmitoleico (16:1) 2
Acido estedrico (18:0) 20
Acido oleico (18:1) 19
Acido linoleico (18:2) 1
Acido araquidénico (20:4)

Acido docosapentanoico (22:5) 1
Acido docosahexanoico (22:6) 17

Tabla 2. Composicién en acilos del [3H] DAG utilizado como sustrato en los ensayos
enzimaticos de la DAGL. La composicion fue determinada mediante GLC. El sustrato fue
obtenido a partir de la hidrolisis de la [*H] PC de la retina bovina, como se especificé en la
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seccion 3 de Materiales y Métodos. Los datos representan el porcentaje de distribucion de cada
acido graso en el sustrato.

El diacilglicerol utilizado para medir la actividad de la DAGL fue sintetizado a
partir de [3H] PC como se muestra en la seccion 3.2 de Materiales y Métodos. La
composicién de los 4cidos grasos del [°H] DAG se presenta en la Tabla 2, en la cual se
puede observar que el DAG empleado como sustrato contiene una mayor proporcion
de acido palmitico (16:0) seguido del 4cido estearico (18:0), &cido oleico (18:1) y acido
docosahexanoico (22:6), representando el dcido araquidénico un 5 % del total de dcidos

grasos.

4.1.2 Caracterizacién de la actividad de la diacilglicerol lipasa en ROS Oy en ROS L

4.1.2.1 Actividad enzimatica en funcién de la cantidad de proteinas y del tiempo de

incubacién

La actividad de la DAGL medida en funcién de la cantidad de proteinas en ROS
Oy ROS L se muestra en la Fig. 5 A. Esta increment6 en forma lineal hasta 300 pgy 150
ng de proteinas en ROS O y ROS L, respectivamente (Fig. 5 A). La formacién de glicerol,
por la accién de la enzima MAGL acoplada a la DAGL, muestra un comportamiento
lineal hasta 150 ug de proteina para ambas preparaciones de ROS, siendo para esta
cantidad de proteina mayor en ROS L. Sin embargo, utilizando 300 pg de proteina la

produccién de glicerol es similar tanto en ROS O como en ROS L (Fig. 5 B).

La Fig. 5 C presenta la actividad de DAGL en los ROS en funcién del tiempo de

incubacién. La formacién del producto incrementa a partir de los 60 minutos en ROS
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O mientras que en ROS L la actividad enzimética muestra un comportamiento lineal

desde el primer tiempo ensayado. La formacion de glicerol en ROS O y ROS L (Fig. 5

D), producto de la actividad de la enzima MAGL acoplada a DAGL, mostré una

cinética similar en funcién del tiempo a lo observado para la producciéon de MAG. A

partir de estos resultados se fijaron las condiciones de ensayo para DAGL en 150 pg de

proteinas y 60 minutos de incubacion.
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Figura 5. Actividad de las enzimas DAGL (A y C) y MAGL acoplada a DAGL (B y D) en
funcién de la cantidad de proteinas (A y B) y del tiempo de incubacion (C y D) en ROS. La
actividad enzimatica fue ensayada en ROS O o0 ROS L empleando como sustrato [3H] DAG (2
mM, 20 000 dpm) en buffer MOPS 50 mM, pH 7,4 conteniendo BSA libre de acidos grasos al
0,25 % en un volumen final de 100 ul a 37 °C. En (A y B) el tiempo de incubacion fue de 60
minutos, y en (C y D) la cantidad de proteina empleada fue de 150 ng. Los ensayos fueron
realizados en ROS obtenidos en primavera y otofo. Los datos fueron analizados utilizando un
analisis de varianza (ANOVA) de una via, con un post test de LSD Fisher para cada una de las
condiciones ensayadas. Los resultados representan la media y el error estandar de tres
mediciones para cada tiempo y cantidad de proteinas y en cada condicion. Las letras diferentes
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en mayuscula y en mindscula representan diferencias significativas con un p <0,05 en los ROS
Oy enlos ROS L, respectivamente.

4.1.2.2 Modulacién de la actividad enzimatica por iones y detergentes

Datos reportados en la literatura muestran que la actividad de la enzima DAGL
en sistema nervioso es modulada por iones calcio y por detergentes como el Tritén X-
100 (Bisogno y col., 2003, Farooqui y col., 1986). Por esta razon, se evalu6 la acciéon de
estos agentes sobre la actividad enzimatica en ROS, empleandose Tritén X-100 (0,05 %)
o CaClz (5 mM) (Fig. 6). La actividad de la enzima asociada a ROS disminuy¢ por accién
del detergente, siendo el efecto inhibitorio en ROS O (66 %) y en ROS L (87 %) (Fig. 6).
Un hallazgo interesante es que el Tritén X-100 inhibi6é la actividad de la enzima

independientemente del estado de iluminacién. Por otra parte, el CaCl> no afect6 la

actividad de la enzima (Fig. 6 A y B).
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Figura 6. Modulacion de la actividad de DAGL por iones y detergentes en ROS. La actividad
enzimética fue ensayada en ROS O (A) y ROS L (B) (150 pg de proteina) empleando como
sustrato con [*H] DAG (2 mM, 20 000 dpm) en buffer MOPS 50 mM, pH 7,4 conteniendo BSA
libre de 4cidos grasos al 0,25 %. Las incubaciones fueron hechas en presencia de calcio (CaCl»
5 mM) o Tritén X-100 (0,05 %) en un volumen final de 100 ul, durante 60 min y a 37 °C. Los
resultados fueron analizados utilizando un analisis de varianza (ANOVA) de una via, con un
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post test de LSD Fisher. Las letras diferentes representan diferencias significativas con un p
<0,05. Los resultados representan la media y el error estandar de tres mediciones por condicion.

4.1.3 Actividad de la diacilglicerol lipasa en ROS O y en ROS L en diferentes

periodos del afo

La Fig. 7 muestra la actividad de la enzima DAGL en ROS obtenidos en
diferentes periodos del afio (primavera, verano y otofio). La actividad DAGL se da en
el siguiente orden otofio > primavera > verano en ROS O, y otofio ~ primavera > verano
en ROS L. La actividad DAGL en ROS O es 32 % y 77 % menor en primavera y verano
respecto a la actividad observada en otofio (Fig. 7 A). Por otra parte, en ROS L la
disminucion en la actividad de la enzima representa el 56 % en verano respecto a

primavera y otofio (Fig. 7 A).

La producciéon de glicerol, resultado de la actividad de MAGL acoplada a
DAGL, se muestra en la Fig. 7 B. En ROS O no se observa diferencia estacional. Sin

embargo en ROS L la actividad de MAGL es otofio ~ primavera > verano.
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Figura 7. Actividad de las enzimas DAGL (A) y MAGL acoplada a DAGL (B) en ROS en
diferentes periodos del afio. La actividad enzimética fue ensayada en ROS O 0 ROS L (150 pg
de proteina) empleando como sustrato [*H] DAG (2 mM, 20 000 dpm) en buffer MOPS 50 mM,
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pH 7,4 conteniendo BSA libre de dcidos grasos al 0,25 %. Las incubaciones fueron hechas en un
volumen final de 100 pl, durante 60 min y a 37 °C. Los experimentos fueron realizados en los
meses de mayo (otofio), septiembre-octubre (primavera) y diciembre-enero (verano). Los
resultados fueron analizados utilizando un andlisis de varianza (ANOVA) de una via, con un
post test de LSD Fisher. Los resultados representan la media y el error estandar de seis
mediciones de dos experimentos por estacion. Las letras diferentes en maytscula y en
mindscula representan diferencias significativas con un p <0,05 en los ROS O y los ROS L,
respectivamente.
4.1.4 Actividad de la diacilglicerol lipasa en ROS bajo diferentes condiciones de
iluminacién

La actividad de la DAGL fue medida en ROS provenientes de retinas
mantenidas en oscuridad (ROS O), retinas expuestas a 3000 luxes durante 30 minutos
(ROSL)y ROS obtenidos en oscuridad (ROS O) y luego expuestos a 3000 luxes durante
30 minutos (ROS B). La actividad de la DAGL present6 un incremento del 103 % en

ROS L (Fig. 8 A) y del 154 % en ROS B (Fig. 8 B) respecto a ROS O.
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Figura 8. Actividad de la DAGL en ROS bajo diferentes condiciones de iluminacion. La
actividad enzimdtica fue ensayada en ROS O, ROS L (A) y en ROS O sometidos a una
iluminacién de 3000 luxes por 30 minutos (ROS B) (B). La actividad enzimatica se determiné
empleando 150 pg de proteina de las diferentes preparaciones de ROS y como sustrato [*H]
DAG (2 mM, 20 000 dpm) en buffer MOPS 50 mM, pH 7,4 conteniendo BSA libre de acidos
grasos al 0,25 %. Las incubaciones fueron hechas en un volumen final de 100 pl, durante 60 min
y a 37 °C. Para el anélisis estadistico, cada pool fue considerado como un bloque debido a las
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diferencias observadas en la actividad de las diferentes épocas del afio. Se utilizé un anélisis
de varianza (ANOVA) en bloque aleatorizado, con un post test de LSD Fisher. Los resultados
representan la media y el error estindar para A (N =4, n =12, ***p <0,001 con respecto a ROS
O) y para B (N =3, n =6, *p <0,05 con respecto a ROS O).

4.2 Actividad de la enzima lisofosfatidato fosfohidrolasa y su modulacién por la luz

La actividad de LPAP fue ensayada empleando como sustrato 1-[9,10-3H] oleoil-

LPA generandose [3H] oleoilglicerol (MAG) y [3H] oleoato.

4.2.1 Caracterizacion de la actividad de la lisofosfatidato fosfohidrolasa en ROS Oy

ROS L

4.2.1.1 Actividad enzimatica en funcién de la cantidad de proteinas

La actividad de la LPAP fue medida en funcién de la cantidad de proteinas en
ROS Oy ROS L (Fig. 9). La formaciéon de ambos productos, MAG (Fig. 9 A) y oleato
(Fig. 9 B), fue similar en el rango de proteinas ensayado. A partir de este resultado se

tijo en 100 pg el contenido de proteinas para el ensayo de la LPAP.
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Figura 9. Actividad de la LPAP en funcion de la cantidad de proteinas. La actividad
enzimatica fue ensayada en ROS O o ROS L empleando como sustrato 1-[9,10-*H]oleoil- LPA
(20 uM, 6000 dpm) y 1-oleoil LPA frio en BSA al 0,1 %, en buffer Tris-HCl 100 mM pH 7,4
conteniendo DTT 1,2 mM y EDTA 2 mM, en un volumen final de 100 pl a 37°C. Previo al
agregado del sustrato, los ROS (100 png de proteina) se preincubaron con una solucién de NEM
4,4 mM en el mismo buffer de ensayo por 10 minutos. La reaccién enzimaética fue finalizada
después de 15 minutos de incubacion. Las graficas muestran la producciéon de MAG (A), y de
oleato (B). Los datos fueron analizados utilizando un anélisis de varianza (ANOVA) de una
via, con un post test de LSD Fisher para cada una de las condiciones ensayadas. Los resultados
para ambas condiciones representan la media y el error estandar de tres mediciones por
cantidad de proteina. Las letras similares en maytscula indican que no hay diferencias
significativas entre las distintas cantidades de proteinas en los ROS O y en mintsculas en los
ROS L.
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4.2.2 Actividad de la lisofosfatidato fosfohidrolasa en ROS bajo diferentes

condiciones de iluminacion

La Fig. 10 presenta la actividad de la enzima en ROS O, ROS L y ROS B. La
formacion de ambos productos, MAG (A y C) y oleato (B y D) no mostraron diferencias

significativas en todas las condiciones evaluadas.
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Figura 10. Actividad de la LPAP en ROS bajo diferentes condiciones de iluminacién. La
actividad enzimatica fue ensayada en ROS O, ROS L y en ROS O sometidos a una iluminacién
de 3000 luxes durante 30 minutos (ROS B). Se emple6 como sustrato 1-[9,10-*H]oleoil-LPA (20
uM, 6000 dpm) y 1-oleoil LPA frio en BSA al 0,1 % en buffer Tris-HCl 100 mM pH 7,4
conteniendo DTT 1,2 mM y EDTA 2 mM, en un volumen final de 100 pl a 37°C. Previo al
agregado del sustrato, los ROS (100 pg de proteina) se preincubaron con una solucién de NEM
4,4 mM en el mismo buffer de ensayo por 10 minutos. La reaccién enzimaética fue finalizada
después de 15 minutos de incubacién. Las graficas muestran la produccion de MAG (Ay C) y
de oleato (B y D). Los datos fueron analizados utilizando una prueba T student. Los resultados
representan la media y el error estindar (N = 3, n = 9). Las letras similares indican que no hay
diferencias significativas.
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4.3 Actividad de la monoacilglicerol lipasa y su modulacién por luz

4.3.1 Composicién del monoacilglicerol empleado como sustrato

El monoacilglicerol utilizado para medir la actividad de la MAGL fue
sintetizado a partir de [3H] TAG como se muestra en la seccién 3.3 de Materiales y
Métodos. La composicion de los dcidos grasos del [?H] MAG se presenta en la Tabla 3,
en la cual se puede observar que este lipido esta compuesto principalmente por &cido
palmitico (16:0) y acido estedrico (18:0), representando el acido oleico (18:1) y el acido

araquidoénico (20:4) un 11 % cada uno del total de los acidos grasos del sustrato.

’ Porcentaje de
Acidos grasos acidos grasos del
[BH] MAG

Acido palmitico (16:0) 46
Acido palmitoleico (16:1) 1
Acido estearico (18:0) 26
Acido oleico (18:1) 11
Acido linoleico (18:2) 2
Acido a-Linolénico (18:3) 1
Acido dihomo-gamma-linolénico (20:3) 1
Acido araquidénico (20:4) 11

Tabla 3. Composicion en acilos del [3H] MAG utilizado como sustrato para los ensayos
enzimaticos de la MAGL. La composicion fue determinada mediante GLC. El sustrato fue
obtenido a partir de la hidrolisis del [*H] TAG de la retina bovina, como se especificé en la
seccion 3.3 de Materiales y Métodos. Los datos representan el porcentaje de distribucién de
cada 4cido graso en el sustrato.


https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_alfa-linol%C3%A9nico
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4.3.2 Caracterizacion de la actividad de la monoacilglicerol lipasa

4.3.2.1 Actividad enzimatica en funcién de la cantidad de proteinas

La actividad de MAGL fue medida en funcion de la cantidad de proteinas en
ROS Oy ROS L (Fig. 11). La mayor actividad enzimatica en ROS O se observé a 100 pg
de proteina, mientras que en ROS L fue similar en todo el rango de proteinas ensayado
(Fig. 11). A partir de este resultado se £ij6 la condicion de ensayo para MAGL en 100 pg

de proteinas.
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Figura 11. Actividad de la MAGL en funcién de la cantidad de proteinas. La actividad de la
MAGL fue ensayada incubando ROS en presencia de [3H] MAG 10 uM (2500 dpm) en buffer
Tris-HCl 50 mM (pH 7,5) conteniendo EDTA 1 mM en un volumen final de 100 ul durante 15
minutos a 37 °C. El sustrato fue preparado en BSA libre de acidos grasos 1,25 mg/ml. Los datos
fueron analizados utilizando un andlisis de varianza (ANOVA) de una via, con un post test de
LSD Fisher para cada una de las condiciones ensayadas. Los resultados para ambas condiciones
representan la media y el error estdndar de tres mediciones por cantidad de proteina. Las letras
maytsculas diferentes representan diferencias significativas en ROS O con un p <0,05.
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4.3.3 Actividad de la monoacilglicerol lipasa en ROS bajo diferentes condiciones de
iluminacion
La Figura 12 presenta la actividad de la enzima en ROS O, ROS L y ROS B. Los
resultados empleando MAG exégeno muestran un incremento en la actividad

enzimatica (69 %) so6lo cuando se aplica el estimulo luminico a la retina (ROS L) (Fig.

12 A).

El MAG formado por la actividad de la DAGL es adicionalmente metabolizado
a glicerol. Por esta razén se evalu6 la actividad de MAGL acoplada a DAGL en las tres
preparaciones de ROS (Fig. 12 C y D). El incremento observado en la actividad de
MAGL en ROS L respecto a ROS O es aparente ya que los porcentajes de formacion de
MAG (63 %) y glicerol (37 %) con respecto a la degradacion total de DAG fueron
similares en ambas condiciones (Fig. 12 E). Sin embargo, en ROS B el porcentaje de

formacién de glicerol fue ligeramente menor (44 %) respecto al glicerol formado en

ROS O (55 %) (Fig. 12 F).
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Figura 12. Actividad de la MAGL en ROS bajo diferentes condiciones de iluminacién. La
actividad de la MAGL fue ensayada incubando ROS en presencia de [3H] MAG agregado
ex6genamente (A, B) o de [*H] MAG generado endégenamente a partir de la hidrdlisis de DAG
por accion de la DAGL (C, D). El porcentaje de distribucion del MAG y glicerol generado por
la actividad de la DAGL y la MAGL acoplada a esta enzima esté representado en los paneles E
y F. En (A) el ensayo se realizé empleando [*H] MAG 10 uM (2500 dpm) en buffer Tris-HCI 50
mM (pH 7,5) conteniendo EDTA 1 mM en un volumen final de 100 pl durante 15 minutos a 37
°C. El sustrato fue preparado en BSA libre de acidos grasos 1,25 mg/ml. El contenido de [3H]
MAG en los ensayos fue de 11 pM en ROS Oy 24 uM en ROS L y ROS B (C y D), siendo las
condiciones de incubacién las que se especifican para DAGL. Los datos fueron analizados
utilizando una prueba T student (A, B) y un anélisis de varianza (ANOVA) en bloque
aleatorizado, con un post test de LSD Fisher (C, D). Los resultados representan la media y el
error estindar para (A, B) (N =3, n =9, ***p <0,001), para (C) (N =4, n =12, ***p <0,001) y para
(D) (N=3,n=6,*p <0,05).
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DISCUSION

La retina es una extension del sistema nervioso central cuya funcién primaria es
el procesamiento de la luz y el color capturado por los fotorreceptores. Esta
informacién es transmitida a la corteza visual y es procesada en orden de generar una
imagen visual. El segmento externo de la célula fotorreceptora es el responsable de
iniciar el evento de la visién en respuesta a estimulos luminicos, contiene distintas
proteinas que estdn involucradas en el mecanismo de detecciéon de la luz y en la
generacion de la sefalizacion visual (Arshavsky y col., 2012, Fain y col., 2001). La
presencia y la localizacion del SEC (endocannabinoides, receptores y enzimas) ha sido
estudiada en retina de varias especies (de salamandra a primates, y humanos)
principalmente por técnicas de inmunohistoquimica (Bouskila y col., 2016, Cecyre y
col.,, 2014, Cecyre y col., 2013, Straiker y col., 2003, Straiker y col., 1999). Estos estudios
sugieren una participacién del SEC en el proceso visual, sin embargo, al inicio de esta
Tesis, las investigaciones no se habian enfocado en dilucidar como la disponibilidad de

EC y como los receptores a los que estos se unen responden al estimulo luminico.

Los resultados de esta Tesis demuestran la presencia de diferentes elementos del

SEC en el ROS y cémo éstos son regulados por la luz (Esquema 15).

Varios EC han sido identificados entre los cuales la AEA y el 2-AG son los més
estudiados (lannotti y col., 2016). Los principales resultados del capitulo I de este
trabajo de Tesis se focalizan en el metabolismo del 2-AG desde la perspectiva de las

enzimas responsables de su sintesis e hidrolisis y de su regulacién por luz. La principal



CAPITULO I DISCUSION
81
ruta metabolica para la sintesis del 2-AG involucra la accién combinada de las enzimas
PLCy DAGL (Stella y col., 1997, Prescott y Majerus, 1983). Los resultados de esta Tesis
muestran que el nivel de la isoforma PLC1 incrementa en los ROS de retinas expuestas
a la luz respecto a aquellos de retinas adaptadas a la oscuridad. Otras isoformas de la
PLC como la PLCP4 (Peng y col., 1997) y la PLCy1l (Ghalayini y col., 1998) se han
identificado en los ROS de retinas bovinas. Ghalayini y col. (1998) demostraron que la
isoforma PLCy1, se encuentra mayormente expresada en los ROS de retinas expuestas
a baja intensidad luminica (15 -20 luxes) observdndose ademas un estimulo en su
actividad bajo esta condicion (Ghalayini y col., 1998). Otros trabajos demuestran que la
PLC especifica para PIP: es activada por luz en retinas y en ROS de distintas especies
(Ghalayini y col., 1998, Millar y col., 1988, Hayashi y Amakawa, 1985, Ghalayini y
Anderson, 1984). Estudios en retinas bovinas describen a esta enzima asociada a la
membrana y a la fraccién soluble del ROS (Ghalayini y col., 1991), ademas de su
interaccién y regulaciéon por la arrestina, una de las proteinas involucradas en la
finalizacién del proceso visual (Ghalayini y Anderson, 1992). La activacién de la PLC
en los fotorreceptores parece cumplir un rol en la desensibilizacién/ adaptaciéon del
fotorreceptor a la luz (Ghalayini y col.,, 1998). En concordancia con esto se ha
demostrado que la translocacion de la arrestina se iniciaria por una cascada de

sefializaciéon que involucra la via de PLC y PKC (Orisme y col., 2010).

El PIP,, al ser hidrolizado por la PLC, libera los segundos mensajeros inositol

1,4,5-trifostato (IPs) y DAG. El primero conduce a la liberacion de Ca?* intracelular y el
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altimo podria activar algunas isoformas de la proteina quinasa C (PKC) (Kang y col.,
2012). El DAG, formado por la accién de la PLC, puede ser hidrolizado por la DAGL
dando origen al 2-AG, que a su vez puede ser degradado principalmente por la MAGL.
Esto produciria la disminucion de la sefial del mensajero DAG e iniciaria una nueva
sefializacion mediada por el 2-AG la cual puede ser finalizada por su hidrélisis.
Nuestros resultados muestran la expresion de la isoforma a de DAGL con un peso
molecular de ~70 kDa en los ROS. Dos isoformas de la DAGL (a y ) que hidrolizan el
acido graso de la posicién sn-1 de DAG han sido clonadas y caracterizadas en cerebro
humano (Bisogno y col., 2003). Los pesos moleculares descriptos para la DAGLa y
DAGLP son de ~120 y ~70 kDa, respectivamente. Nuestros resultados solo evidencian
la isoforma DAGLa, sin embargo, el peso molecular no se corresponde con lo descripto
en la bibliografia ya que esta isoforma, en nuestras preparaciones, presenta un peso
molecular de ~70 kDa. Los genes que codifican para ambas isoformas de DAGL fueron
encontrados en un amplio rango de especies (pollo, pez cebra y ratén) con un alto grado
de conservacién (Bisogno y col., 2003). Sin embargo a la fecha estas isoformas no han
sido reportadas en la especie bovina. Los trabajos de Farooqui y col. (1989) y Leung y
col. (2008), evidencian cierta diversidad de pesos moleculares para la DAGL (Leung y
col.,, 2008, Farooqui y col., 1989). Los primeros autores observaron, a partir de
homogenados de cerebro bovino, dos isoformas de la enzima con pesos moleculares
correspondientes a ~27 y ~52 kDa, asociadas a microsomas y membrana plasmatica,

respectivamente. Por otro lado, Leung y col. (2008) han descripto, en fotorreceptores



CAPITULO I DISCUSION
83

de Drosophila, dos isoformas de DAGL presentando pesos moleculares de ~70 y ~110

kDa. Estas muestran un 50 % de homologia con cada una de las respectivas isoformas

humanas (Leung y col., 2008). El hecho que el peso molecular observado parala DAGL

de ROS bovino y para la descripta en fotorreceptores de Drosophila sean coincidentes,

podrian indicar que se trata de isoformas de la enzima especificas del sistema visual

tanto en vertebrados como en invertebrados.

Los resultados de esta Tesis también muestran que el blanqueamiento de la
retina disminuye los niveles proteicos de DAGLa y de MAGL en los ROS
probablemente por migracion de estas del ROS al RIS. En apoyo a esta posibilidad se
ha visto que la DAGL es una proteina integral de membrana que contiene una
secuencia en su carboxilo terminal PPxxF (prolina, prolina, otros aminodacidos y
fenilalanina) que permite su unién a proteinas Homer (Reisenberg y col., 2012). Estas
son indicadas como responsables del reciclado de la enzima y de regular sus niveles en
la superficie celular (Zhou y col., 2016). En este sentido se ha observado, en una linea
celular de neuroblastoma, que la DAGLa co-inmunoprecipita con Homer 2 a (Jung y
col,, 2007), y que, en neuronas hipocampales, colocaliza con Homer-1, siendo
endocitada desde la membrana y reciclada hacia la membrana postsinaptica (Zhou y
col., 2016). Por otra parte, en una linea celular del ganglio de la raiz dorsal fue
localizada la DAGLa en balsas lipidicas, junto con su sustrato, DAG, y su producto, 2-

AG (Rimmerman y col., 2008).
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La MAGL es una enzima asociada a membrana y también de localizacién
citosélica (Blankman y col., 2007, Dinh y col., 2004). La estructura cristalizada de la
MAGL humana revel6 que es una enzima anfitréfica debido a la presencia de una
hélice hidrofébica. Esta hélice le permite a la MAGL soluble anclarse a la membrana
para acceder al sustrato lipofilico (Labar y col., 2010). Los resultados de este trabajo
indican que la distribuciéon de la MAGL entre la membrana y el soluble del ROS se ve
aparentemente modificada por luz, observandose un incremento de su nivel en el
soluble de ROS B (ROS aislados en oscuridad y luego expuestos a luz). Si bien esto
puede ser indicativo de patrones de redistribuciéon de la MAGL desde la membrana a
la fraccién soluble inducido por estimulo luminico, el aumento de la proteina en el
soluble no se condice con su pérdida desde la membrana. Esto podria explicarse dado
el mayor contenido de proteinas en la fraccién de membrana respecto al soluble, y por
lo tanto variaciones minimas en el nivel de cualquier proteina de membrana seria dificil

de detectar.

La expresion del receptor CB1 en diferentes células de la retina, incluyendo los
fotorreceptores, de diferentes especies (mono, ratén, rata, pollo, salamandra y pez
dorado) ha sido demostrada por técnicas de inmunohistoquimica (Straiker y col., 2003,
Yazulla y col., 2000, Straiker y col., 1999). Por otro lado, estudios de Bouskila y col.
(2016) indican la presencia del receptor CB2 en las células de Miiller en la retina de
primates, mostrandose una distribucién variable en las capas retinales de roedores y

musarafias (Bouskila y col., 2016). La localizacion y distribucién de los receptores CB1
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y CB2 en retina bovina y/o en células fotorreceptoras de esta especie se desconocia
hasta el inicio de este trabajo de Tesis, siendo el mismo el primer reporte de la presencia
de dichos receptores en el segmento externo de los bastones de retina bovina. Los
resultados aqui presentados revelan no solo la presencia de los receptores CB1 y CB2
en ROS sino también el incremento en sus niveles de expresién en el estado iluminado
de la retina. El movimiento de proteinas en la célula fotorreceptora desde su lugar de
sintesis en el RIS hacia el ROS, lugar donde ocurre la fototransduccién, es un campo
aun explorable. La rodopsina tiene una secuencia en su carboxilo terminal que permite
ser reconocida por proteinas de transporte que la movilizan a través del cilio conector
hasta llegar al ROS (Deretic, 2006, Deretic y col., 2005). Aproximadamente 2000
moléculas de opsina son transportadas del RIS al ROS por minuto (Insinna y Bersharse,
2008). Los receptores CB1 y CB2 son proteinas integrales de membrana,
consecuentemente, su transporte podria ser andlogo a lo que ocurre con la opsina y
otras proteinas de los ROS (Pearring y col., 2013, Huttl y col., 2005, Tam y col., 2004).
El incremento en los niveles proteicos de los receptores CB1 y CB2 inducido por luz
puede ser indicativo del transporte de estos receptores hacia los ROS en respuesta a la
disponibilidad incrementada del 2-AG bajo esta condicién. En soporte a esto, ha sido
reportado que la redistribucién de arrestina y la Ta entre el RIS y el ROS por luz es
acompafado por un flujo de proteinas entre estos compartimentos (Pearring y col.,
2013). Esto concuerda con los resultados presentados en esta Tesis, donde se observa

un aumento en el nivel de arrestina y una disminucién en el de Ta en ROS provenientes
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de retinas iluminadas (Fig. 4), lo que sugiere un movimiento activo de diferentes
proteinas durante el tiempo de iluminacién ejercido sobre la copa del ojo. Por otro lado,
Imamura y col. (2017) empleando una linea celular de conos 661W observaron la
translocacién intracelular del CB1 desde la membrana plasmatica después de la
induccién de dafio por exposicion a la luz (Imamura y col., 2017). Es importante aclarar
que la luz ejercida sobre la copa del ojo (3000 luxes) y el tiempo de exposicién (30 min)
no generan dafio en la retina. Esto fue evaluado por otros integrantes de nuestro
laboratorio quienes valoraron distintos parametros de dafio. Asi observaron que los
niveles de peroxidacion lipidica, midiendo la formacién de TBARS, en retinas bajo
idénticas condiciones de estimulo a las empleadas en este trabajo, eran similares a los
encontrados en las retinas mantenidas en oscuridad. También pudieron determinar,
por tincion de los nucleos de las células retinales con ioduro de propidio, que la luz no
indujo la fragmentacién del ADN, patrén caracteristico de dafio que conduce a la
apoptosis (Natalini, 2014). Aunando lo descripto acerca del movimiento activo de
diferentes proteinas por estimulo de luz y la capacidad de translocacién del receptor
CB1 con los resultados de esta Tesis, se puede sugerir un movimiento activo de los

receptores CB hacia el ROS bajo nuestras condiciones de iluminacién.

Esta Tesis demuestra que la luz modula los niveles proteicos de otro de los
receptores que responde a cannabinoides, el GPR55, cuya expresién disminuye bajo el
estado de iluminacién de la retina. Bouskila y col. (2013) han descripto la expresion del

GPR55 con predominio en el RIS de los bastones de retinas de primates, sugiriendo su
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funcién en la visién escotdpica (Bouskila y col., 2013). Bouskila y col. (2016) proponen
que la activaciéon del GPR55 del RIS, acoplado a Gazs, por lisofosfatidilglucésido
desencadena una cascada de sefializaciéon que conduce al estimulo de RhoA, la proteina
quinasa asociada a Rho (ROCK), de la fosfolipasa C (PLC) y a la apertura de los canales
de Na* /Ca?* resultando en la despolarizacion de la membrana (Bouskila y col., 2016).
Es importante resaltar que en el proceso de fototransduccion la absorcion de un solo
fotéon disminuye la corriente de iones e hiperpolariza la membrana plasmatica del
bastoén, generando una disminucién en la liberacién de glutamato (Molday y col., 2015)
(Esquema 16 B). Sin embargo, la translocacién de la arrestina y de la Ta que se observa
en nuestro modelo de estimulo luminico sobre la copa del o0jo, estaria indicando un
proceso de adaptacion a la luz por parte del fotorreceptor, dado que la translocacion
de la arrestina al ROS es una forma de acelerar la inactivacién de la metarodopsina II
y en consecuencia de disminuir la primera etapa de la amplificacion de la
fototransduccién (Schubert y col., 1999). Por otro lado, la disminucién de la Ta en el
ROS, que sucede cuando se agota su capacidad para hidrolizar GTP, reduce la
activacion de la PDE (Lobanova y col., 2007). Asi, el estimulo de luz ejercido sobre la
copa del ojo interrumpiria la circulaciéon de iones por el cierre de los canales en el ROS
generando la maxima hiperpolarizacion del mismo, y en consecuencia su saturacion.
Los fotorreceptores tienen la capacidad para responder a un incremento en el flujo
incidente de fotones y asi evitar su saturacién, esto permite al fotorreceptor adaptarse

a diferentes niveles de luz ambiental ajustando la amplificaciéon de la cascada de
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fototransducciéon y la tasa de recuperacion de los niveles de GMPc (Arshavsky y Burns,
2012). Lo enunciado precedentemente junto a la translocaciéon de la arrestina y la Ta
observada en nuestro modelo de estimulo luminico sobre la copa del ojo nos lleva a
sugerir que la disminucién del GPR55 observada en el ROS se deberia a la posible
migracién hacia el RIS donde su activacion generaria un incremento en el Na*-Ca?*
intracelular por la apertura de los canales de Na* /Ca?*, ayudando a mantener el tono
del glutamato y/o participando en la finalizacién del proceso de fototransduccion
(Esquema 16 C). Seguin lo propuesto acerca de la funcion del GPR55, en el RIS, y la
localizacion casi exclusiva de los canales CNG y el intercambiador NCKX1 en el ROS,
es que proponemos que el GPR55 desde el RIS podria cumplir su rol en el proceso

visual.

Otro receptor evaluado en esta Tesis con capacidad de unir cannabinoides es el
TRPV1, cuyo nivel no se ve modificado por luz. Existe una estrecha relaciéon entre el
TRPV1, las corrientes de Ca?* y el proceso visual. Esto se debe a que el TRPV1 es un
canal de liberaciéon de Ca?* intracelular (Turner y col., 2003), los niveles de Ca?* son
modificados por la luz, y este catién es el principal conductor del tono de la
neurotransmision que caracteriza la sefalizacion retinal (Krizaj y Copenhagen, 2002).
El TRPV1 podria regular la disminucién de Ca?* intracelular producido por el cierre de
los canales CNG y la continua extraccién de este ion por NCKX1 que se da en respuesta
a la luz en el ROS. Se ha encontrado que AEA y 2-AG, ligandos de TRPV1, pueden

tener un rol protector frente a la injuria isquémica y excitotoxicidad (Sappington y col.,



CAPITULO I DISCUSION
89

2015, Ward y col., 2014, Ho y col., 2012, Sappington y col., 2009, Nucci y col., 2007). Por

lo tanto, la presencia del TRPV1 en los ROS podria llegar a contribuir a su protecciéon

frente algtin factor de estrés como un exceso o prolongacion del estimulo luminico.

Este trabajo de Tesis demuestra no sélo la existencia de las enzimas relacionadas
con el metabolismo del 2-AG sino también su actividad, cuyo balance podria contribuir

a una mayor biodisponibilidad de este endocannabinoide en ROS.

La actividad de DAGL fue ensayada empleando como sustrato un DAG que
contenia acidos grasos saturados méds monoenoicos (76 %) y polienoicos (24 %), entre
estos tltimos el acido araquidénico representaba el 5 % (Pascual y col., 2013, Pasquare
de Garcia y col., 1986). Si bien el sustrato presenta un bajo contenido de 20:4,
investigaciones previas demostraron que esta enzima en sistema nervioso es activa
frente a un DAG con una composiciéon similar al empleado en esta Tesis y que su
actividad no se diferencia con un DAG constituido principalmente por 18:0/20:4

(Rosenberger y col., 2007).

Los requerimientos en cuanto a la cantidad de proteinas y al tiempo de
incubacion de las enzimas del metabolismo del 2-AG nos permitié establecer las

condiciones de operatividad para las mismas.

Dado que los datos bibliograficos hacen referencia a la regulaciéon de la DAGL
de cerebro bovino y de las isoformas a y 3 clonadas en humanos por calcio y tritén

(Bisogno y col., 2003, Farooqui y col., 1986) es que la actividad de la enzima fue
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ensayada en los ROS en presencia de estos agentes. La actividad de DAGL no fue
afectada por calcio en las dos condiciones evaluadas (ROS O y ROS L). Sin embargo, el
detergente no i6nico, Triton X-100 la inhibe independientemente del estado de
iluminaciéon del ROS. Debido a que los ROS tienen un contenido membranoso alto
aportado por los discos que lo componen ademads de la membrana plasmatica y que la
DAGL es una proteina intrinseca de membrana, el Triton-X100 al desestructurar la
membrana podria estar afectando la accion catalitica de la enzima. Resultados similares
fueron encontrados por otros autores al evaluar la actividad de la enzima en membrana
plasmatica de cerebro bovino (Farooqui y col., 1986). A diferencia de nuestros
resultados, Bisogno y col. (2003) mostraron que las dos isofomas (a y p) de la DAGL
clonadas de cerebro humano son estimuladas por calcio (Bisogno y col., 2003). Por otra
parte, se describi6 en cerebro bovino, que la DAGL asociada al reticulo endoplasmico
incrementa su actividad a partir de 10 mM de CaClz o utilizando 0,1 % de Tritén X-100
(Farooqui y col., 1986), pero estas concentraciones exceden a las empleadas en nuestros

ensayos.

Como puede observarse en la seccion 4.1.3 de Resultados la actividad de la
DAGL y la de MAGL, acoplada a esta, presentan variaciones dependiendo de la época
del afio en que se obtienen las retinas. Las diferencias luz-oscuridad observadas en la
actividad de DAGL en otofio y primavera desaparecen en la época de verano. Es
importante considerar que el sacrificio de los animales, previo a la obtencioén de los

ojos, ocurre en las primeras horas de la mafiana, ademas de los horarios en que
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amanece en las diferentes épocas del afio (verano (5:48 am (+ 0:09 h), primavera (6:49
am (% 0:25 h) y otofio (7:56 am (£ 0:06 h)). Consecuentemente, la actividad de la DAGL
podria haber estado afectada por una mayor exposiciéon a la luz solar de los ojos
bovinos in vivo previo a su enucleacion y posterior adaptacién a la oscuridad realizada
en el laboratorio. Variaciones diurnas en el contenido de 2-AG fueron descriptas en
distintas regiones del sistema nervioso de rata. Las actividades de DAGL y MAGL del
cuerpo estriado proveniente de ratas sacrificadas en la fase nocturna (10:00 pm)
disminuyeron respecto a las determinadas en la fase de luz (10:00 am). En el mismo
trabajo se reporté un mayor nivel de 2-AG en el nticleo accumbens, hipocampo, corteza
pre frontal y cuerpo estriado durante la fase de luz en relacién a la fase de oscuridad
(Valenti y col., 2004). Estos resultados apoyarian los nuestros, en cuanto a las
variaciones en la actividad de DAGL de los ROS observada por los ciclos estacionales.
A partir de estos hallazgos consideramos la primavera y el otofio como las mejores
épocas del afio para visualizar el efecto luminico sobre la actividad de la enzima. Otro
aspecto interesante radica en que la MAGL, acoplada a DAGL, presenta en su actividad
y estimulo luminico un perfil estacional cuantitativamente diferente al observado para
la DAGL, lo que indica un efecto sobre la MAGL, independiente de la disponibilidad

del sustrato generado para su actividad.

El anélisis general de la actividad de DAGL, independizdndonos de su variacién
estacional, muestra un incremento cuando la retina se estimula por luz.

Interesantemente, la luz presenta un efecto dual sobre la actividad y la expresion de
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DAGL, ya que mientras la primera se incrementa, el nivel de proteina enzimaética
decrece. Esto podria interpretarse como una forma de regular la enzima, donde la
disminucion en la disponibilidad de la proteina podria ayudar a controlar su accion. El
efecto observado en la actividad de la DAGL cuando la copa del ojo se expone a la luz
(donde podria ocurrir un flujo de proteinas entre el ROS y el RIS), nos llevé a preguntar
si este mismo efecto se daba cudndo el estimulo luminico se ejercia sobre el ROS
aislado. Los resultados mostraron que el efecto iba en el mismo sentido, lo que indicaria
una regulacion de la actividad enzimatica independiente del movimiento de las

proteinas que se ven afectadas por efecto de la luz.

Estudios de Pasquaré y col. (2008) indican una menor actividad de la DAGL
acoplada a LPP, en ROS de retinas adaptadas a luz en relacién a aquellas mantenidas
en oscuridad (Pasquare y col., 2008). Esto difiere de lo observado en esta Tesis, lo que
podria deberse a que el DAG producto de la actividad de la LPP es menor en ROS de
retinas adaptadas a luz, por lo tanto, habria una menor disponibilidad de este sustrato
para la DAGL en esta condicién. Descartamos que estas diferencias se deban a la
composiciéon del sustrato debido a que su composicion es similar al utilizado en
nuestros ensayos. En consecuencia, la actividad de DAGL acoplada a LPP dependeria
de la actividad de la LPP y del efecto de la luz sobre esta enzima. En cambio, en el
presente trabajo la actividad de DAGL, ensayada empleando un DAG ex6geno, no se

ve afectada por la disponibilidad de un sustrato generado por otra enzima.
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Los resultados del efecto de la luz sobre la actividad de DAGL, estarian
indicando una activa participaciéon de su producto (2-AG) en el procesamiento de la
sefial luminica en los ROS. La DAGL estd involucrada en la fototransduccién de
Drosophila (Leung y col., 2008, Minke y Parnas, 2006, Huang y col., 2004). En esta
especie este proceso ocurre en una estructura del fotorreceptor llamada rabdémero.
Aqui, el estimulo de la rodopsina (acoplada a proteina Gq) por luz desencadena la
activaciéon de una PLC que hidroliza a PIP;, generando DAG e IPs, lo que facilita la
apertura de los canales dependientes de luz, el TRP y el TRPL (TRP-Like) (Minke y
Parnas, 2006). Una mutacién en el gen inaE que codifica para DAGL de Drosophila, fue
identificada en moscas que presentaban una respuesta defectuosa a la luz. Estos
estudios demostraron que la acciéon de la DAGL es necesaria para la generacion de la
respuesta del fotorreceptor a la luz y que, si bien el DAG no tiene un rol directo en la
activacion de los canales, el producto generado por la DAGL o la enzima misma

podrian ser responsables de la respuesta luminica (Leung y col., 2008).

Otra de las vias involucradas en la sintesis del 2-AG es por accién de la LPAP
sobre el LPA. La actividad de LPAP en ROS O presento ligeras diferencias para cada
set de experimentos, en consecuencia las actividades de la enzima en ROS L y ROS B
fueron comparadas contra sus respectivos controles en oscuridad. Bajo las mismas
condiciones de iluminacién que para la DAGL, la actividad de LPAP no se vio
modificada, ya que su actividad en ROS L y ROS B no present6 diferencias respecto a

ROS mantenidos en oscuridad (ROS O).
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La hidrolisis del 2-AG fue analizada determinando la actividad de MAGL, la
principal enzima de degradacion de este endocannabinoide (Dinh y col., 2004). Para
esto se emple6 un MAG conteniendo entre otros acidos grasos un 11 % de &cido
araquidonico. La actividad de esta enzima en ROS fue observada no solo usando
sustrato exégeno, sino también sobre el MAG producto de la actividad de la DAGL. La
produccion de glicerol en el altimo caso fue tres veces mayor que al emplear el sustrato
exogeno, lo que sugiere que la DAGL y la MAGL formarfan un complejo enzimatico
donde el producto de la primera enzima estaria més accesible al sitio activo de la
segunda enzima y/o que la unién de la enzima a la bicapa lipidica seria una cuestiéon
crucial en la actividad de la MAGL como fue demostrado para otras enzimas del
metabolismo lipidico (Pagano y Longmuir, 1985). Interesantemente, el efecto del
estimulo luminico fue solo observado cuando la actividad se determina usando el
sustrato exégeno. La formacion de glicerol por la acciéon de DAGL/MAGL mostré un
incremento en ROS L aparente pues este es consecuencia del estimulo ejercido bajo esta
condicién sobre la actividad de DAGL, lo que genera una mayor disponibilidad del
sustrato (MAG) para la MAGL. De acuerdo con esto, el mismo porcentaje de formacion
de MAG (65 %) y de glicerol (35 %) fue observado en ROS O y ROS L. Sin embargo, la
alta disponibilidad de MAG sin cambios en la actividad de MAGL puede significar que
la enzima esté saturada a esta concentracién de sustrato (Savinainen y col., 2014,
Gaveglio, 2012). Esto puede ser posible porque la concentracién de MAG generado por

hidrolisis de DAG fue equivalente a 11 uM en ROS O (concentracién similar a la del
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sustrato exégeno empleado en ROS O y ROS L), mientras en ROS L fue de 24 uM. Por
lo tanto, se puede concluir que, aunque la sintesis e hidrolisis del 2-AG son estimuladas
en ROS L, el efecto sobre la enzima encargada de la sintesis de 2-AG es
significativamente mayor, lo que estaria indicando una mayor disponibilidad de este
endocannabinoide en ROS cuando la retina estd sometida a luz. Es interesante destacar
que la actividad de la MAGL no se modificé cuando el estimulo de la luz se ejercié
sobre el ROS aislado (ROS B), a diferencia de lo observado por accién de la luz sobre la
retina (ROS L), lo que sugiere que esta enzima podria estar regulada por alguna
proteina que migraria por efecto de la luz entre el RIS y el ROS, como es el caso de la

arrestina (Kerov y col., 2005, Strissel y col., 2005, Sokolov y col., 2002).

Considerando lo observado en este trabajo en lo que respecta al contenido de
proteinas y a la actividad de las enzimas involucradas en el metabolismo del 2-AG,
ademas del estimulo ejercido por la luz sobre la actividad enzimatica de PLC descripto
por Ghalayini y Anderson (1992), podemos inferir que bajo condiciones de luz seria

necesaria una mayor disponibilidad de 2-AG (Esquema 15).
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Esquema 15. El sistema endocannabinoide y su modulacién por estimulo de luz en el segmento
externo de los bastones (ROS). Se esquematiza la expresion y las actividades de las enzimas de
sintesis (DAGL y LPAP) e hidrdlisis (MAGL) del 2-AG, y el nivel de receptores que responden
a cannabinoides. Las enzimas estdn representadas por distintos colores, el tamafio de los
recuadros y el grosor de las flechas indican el nivel proteico y de actividad de dichas enzimas,
respectivamente. El tamafio en los nombres de MAG (2-AG), CB1, CB2, GPR55 y TRPV1
representa su predominio en ROS provenientes de retinas adaptadas a la oscuridad (ROS O) o
expuestas a luz (ROS L).

Tsumura y col. (2012) encontraron en un tipo celular no excitable, odontoblastos
(células generadoras de dentina), que el 2-AG incrementa la concentracién intracelular

de Ca?*, efecto que fue inhibido antagonizando los receptores CB1 y TRPV1 (Tsumura



CAPITULO I DISCUSION
97
y col., 2012). Estos autores concluyeron que en estas células el TRPV1 media la entrada
de Ca?* acoplandose funcionalmente al receptor CB1 por la activaciéon de la via de
sefializacion del AMPc. Ademads observaron que el Ca?* intracelular es extraido por el
intercambiador de Na*- Ca?*. Los hallazgos de Tsumara y col. (2012) enunciados nos
permiten hipotetizar que el incremento que genera la luz en la disponibilidad del 2-AG
acompafiado de la mayor expresion de receptores cannabinoides en los ROS estaria
generando una mayor sefializacién via estos receptores y/o un acople funcional con
TRPV1 produciéndose a través de este una entrada de Ca?* al ROS, lo que contribuiria
en la regulacion de la corriente de iones, modificados en la respuesta a la luz (Esquema
16 C). Por otro lado, la entrada de Ca?* a los ROS es a través de los canales CNG y su
salida por intercambiadores de Na*- Ca?*, pudiendo participar el TRPV1 en la
homeostasis de Ca?*. Si bien describimos la presencia del TRPV1 en ROS y observamos
que no se modifica por luz, estudios adicionales son necesarios para establecer de

manera certera su funcionalidad en ROS y en el proceso visual.
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Esquema 16. Representacion de la posible funcién del SEC en el baston. En la condicion de
oscuridad los canales CNG (gatillados por nucleétidos ciclicos) permanecen abiertos
permitiendo el ingreso de iones Na* y Ca?* a la célula debido a la presencia de GMPc, esto
genera una despolarizacion parcial que favorece la liberacion de glutamato (A). La luz
desencadena una cascada de sefializaciéon denominada proceso de fototransduccion. En los
bastones, la rodopsina (R) detecta la luz y sufre un cambio conformacional en su croméforo
(R*), favoreciendo la disociacion de la subunidad alfa de la transducina de su estado
heterotrimérico (TaGDPpy). La subunidad alfa (TaGTP) activa la fosfodiesterasa (PDE)
generando la hidrélisis del GMPc. La disminucién en los niveles de GMPc produce el cierre
de los canales CNG, ocasionando la disminucién en la liberacién de glutamato (B). En
presencia de luz brillante continua, el fotorreceptor tiene una maquinaria de adaptaciéon a
la luz que involucra la regulacién de los niveles de GMPc y Ca?*. La desactivacion de la
PDE es acelerada por la hidrélisis de GTP de la TaGTP generado por el RGS9 y por la
fosforilacién de la R* por la rodopsina quinasa (RK) y posterior union de la arrestina (A).
La extracciéon continua de iones de Ca?* por el intercambiador NCKX1 ocasiona una
disminucién en los niveles de este i6n intracelular, produciendo la activacién de la guanilil
ciclasa, incrementando los niveles de GMPc y ocasionando la apertura de los canales CNG.
Por otro lado, el incremento del 2-araquidonoilglicerol (2-AG) y de los receptores CB1 y
CB2 en el segmento externo podrian estar participando en la adaptaciéon a la luz.
Interesantemente, el TRPV1 es un canal de Ca?* que podria estar involucrado en la
recuperacion de los niveles de Ca?* intracelular, ademas el GPR55 podria estar migrando al
segmento interno y generando la apertura de canales de Na* y Ca?* por lo tanto,
favoreciendo la liberacién de glutamato (C). Las flechas rojas indican el movimiento de la
A y de la subunidad alfa de la transducina (Ta) en el bastén cuando la copa de ojo es
expuesta a 3000 luxes por 30 minutos.
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CAPITULO II

ESTUDIO DE LA MODULACION DEL METABOLISMO

DEL 2-ARAQUIDONOILGLICEROL
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RESULTADOS

A) EFECTO DE LAS PROTEINAS INVOLUCRADAS EN EL PROCESO DE

FOTOTRANSDUCCION

1. Accion de moduladores de la actividad de proteinas G en la regulacion del

metabolismo del 2-araquidonoilglicerol

1.1 Actividad de las enzimas de sintesis del 2-araquidonoilglicerol, diacilglicerol
lipasa y lisofosfatidato fosfohidrolasa, en los ROS incubados en presencia de

analogos de los nucleétidos de guanina: GTPyS y GDPBS

Los ROS O fueron preincubados durante 15 minutos con GTPyS o GDPBS en
luz roja y a temperatura ambiente; luego parte de los mismos fueron sometidos a
3000 luxes por 30 min (ROS B). Seguido de esto se ensay¢ la actividad de cada una

de las enzimas de sintesis en ambas preparaciones de ROS (ROS O y ROS B).

La actividad de la DAGL increment6 un 89 % en ROS O preincubados con
GTPyS respecto a la actividad en ausencia del andlogo (Fig. 13 A). Es interesante
sefialar que la actividad enzimatica observada en ROS O, por efecto del analogo, es
similar a la observada en ROS B. Por otro lado, los nucle6tidos no modificaron la
actividad de la enzima en ROS B (Fig. 13 C), como tampoco la actividad de MAGL

acoplada a esta, en ninguna de las condiciones evaluadas (Fig. 13 B y D).
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Figura 13. Actividad de la DAGL en los ROS incubados con GTPyS y GDPfS. La
actividad enzimética fue ensayada en ROS obtenidos en oscuridad (2,3 mg de
proteinas/320 pl de buffer A libre de sacarosa) preincubados bajo luz roja durante 15
minutos con GTPyS o GDPS a una concentraciéon final de 1 mM para ambos nucleétidos.
Finalizada la preincubacién, los ROS se mantuvieron en oscuridad (ROS O) (A) o fueron
expuestos a 3000 luxes por 30 minutos a temperatura ambiente (ROS B) (C). Después de
este tiempo se ensay¢ la actividad de DAGL como se especifica en la Fig. 7. La actividad de
MAGL acoplada a DAGL bajo las condiciones ensayadas se muestra en los gréficos B y D.
Los datos fueron analizados empleando el andlisis de varianza no paramétrico Kruskal
Wallis (N = 3, n =2 6). Los resultados representan la media y el error estindar. Las letras
diferentes representan diferencias significativas con un p <0,05.

La actividad de la LPAP no present6 diferencias significativas en las
condiciones evaluadas (Fig. 14 A). Sin embargo, es de destacar que en ROS B el
GDPS inhibi6 (71 %) la formacién de oleato comparado con su produccion sin el

agregado de nucledtido (Fig. 14 B).
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Figura 14. Actividad de la LPAP en los ROS incubados con GTPyS y GDPS. La actividad
enzimética fue ensayada en ROS obtenidos en oscuridad (2,3 mg de proteinas/320 pl de
buffer A libre de sacarosa) preincubados bajo luz roja durante 15 minutos con GTPYS o
GDPBS a una concentraciéon final de 1 mM para ambos nucleétidos. Finalizada la
preincubacioén, los ROS se mantuvieron en oscuridad (ROS O) o fueron expuestos a 3000
luxes por 30 minutos a temperatura ambiente (ROS B). Después de este tiempo se ensay6
la actividad de la LPAP como se especifica en la Fig. 10. Las graficas muestran la produccién
de MAG (A) y de oleato (B). (A) Los datos fueron analizados utilizando un anaélisis de
varianza (ANOVA) de dos vias, con un post test de LSD Fisher para cada una de las
condiciones ensayadas. Los resultados representan la media y el error estindar (N =3, n =
9). (B) Los datos fueron analizados empleando el andlisis de varianza no paramétrico
(Kruskal Wallis). Los resultados representan la media y el error estdandar (N = 3, n =9). Las
letras diferentes representan diferencias significativas con un p <0,05.
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1.2 Actividad de la enzima de hidrélisis del 2-araquidonoilglicerol,

monoacilglicerol lipasa, en los ROS incubados en presencia de los andlogos de

nucleétidos de guanina: GTPyS y GDPBS

La actividad de la MAGL fue ensayada en ROS O y ROS B previamente
tratados con los analogos como se especifica en 1.1 de este Capitulo. La actividad de
esta enzima no presento6 diferencias significativas en las condiciones evaluadas (Fig.

15).

0,31 B roso
= B rosB
=
g
== 027 A
8D
g A
0
< 017
E
=

0,0

Control GTPyS GDPfS

Figura 15. Actividad de la MAGL en los ROS incubados con GTPyS y GDPpS. La
actividad enzimética fue ensayada en ROS obtenidos en oscuridad (2,3 mg de
proteinas/320 pl de buffer A libre de sacarosa) preincubados bajo luz roja durante 15
minutos con GTPyS o GDPfS a una concentraciéon final de 1 mM para ambos nucleétidos.
Finalizada la preincubacién, los ROS se mantuvieron en oscuridad (ROS O) o fueron
expuestos a 3000 luxes por 30 minutos a temperatura ambiente (ROS B). El ensayo se realiz6
como se especifica en la Fig. 12 A. Los datos fueron analizados utilizando un analisis de
varianza (ANOVA) de dos vias, con un post test de LSD Fisher para cada una de las
condiciones ensayadas. Los resultados representan la media y el error estdndar (N =3, n =
9). Las letras similares indican que no hay diferencias significativas en las condiciones
evaluadas.
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2. Efecto de las proteinas que se asocian a la membrana del ROS en la regulacion

del metabolismo del 2-araquidonoilglicerol

2.1 Anadlisis electroforético de las proteinas de ROS O y ROS B tratados con

buffers de diferente fuerza idnica

Se evalud la extraccién selectiva de algunas proteinas involucradas en el
proceso de fototransduccion con el proposito de ver si la presencia o ausencia de
alguna de ellas en particular modulaba la actividad de las enzimas responsables del
metabolismo del 2-AG. Para esto los ROS fueron tratados con buffers de diferente
fuerza iénica (baja y moderada). El nivel de las proteinas en cada tratamiento fue
evaluado en la fraccién de membrana y en la fraccién soluble (Fig. 16). Las proteinas
identificadas, comprometidas en el proceso de fototransduccién, fueron la
fosfodiesterasa (PDE), la rodopsina quinasa (RK), la arrestina y la subunidad alfa

de la transducina (Ta).

El soluble, proveniente de ROS O tratados con buffer Tris 5 mM (baja fuerza
i6nica), mostro la presencia de las proteinas PDE, RK, arrestina y Ta; mientras que,
en la misma fraccién, originada por el tratamiento de ROS O con buffer Tris 100 mM
(moderada fuerza iénica), se observaron principalmente la RK y la arrestina (Fig. 16
A'y B). El soluble resultante del tratamiento de los ROS B (ROS O sometidos a 3000
luxes durante 30 minutos) con los buffers de diferente fuerza iénica mostraron las
proteinas PDE, RK y arrestina (Tris 5 mM), y RK y arrestina (Tris 100 mM) (Fig. 16
C y D). La fraccion de membrana de los respectivos tratamientos muestra la

ausencia parcial o total de estas proteinas (Fig. 16 Ay C)
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Figura 16. Distribucién proteica en ROS O y ROS B tratados con buffers de diferente
fuerza idnica. Los ROS fueron resuspendidos con buffers de distinta fuerza iénica y
mantenidos en oscuridad (ROS O) (4°C) o expuestos a 3000 luxes por 30 minutos a
temperatura ambiente (ROS B), y posteriormente separada la fraccion de membrana del
soluble, como se detalla en la seccién 6.2 de Materiales y Métodos. Los paneles A y C
muestran las corridas electroforéticas de las proteinas de la membrana (M) y del soluble (S)
de los ROS O (A) y ROS B (C) tratados con buffer Tris-HCl1 5 mM pH 7,4 (5 mM) y buffer
Tris-HCl 100 mM pH 7,4 (100 mM). Para la resolucién de las proteinas se sembraron 35 pg
de los ROS enteros y de la fraccion de membrana, y 10 pg de proteina del soluble. Los
numeros a la derecha en los geles indican los pesos moleculares en kDa correspondientes a
un estandar de proteinas. Las proteinas identificadas fueron fosfodiesterasa (PDE),
rodopsina quinasa (RK), arrestina (A), la subunidad alfa de la transducina (Ta) y la opsina,
los ntimeros entre paréntesis observados a la izquierda indican el peso molecular de cada
una de ellas. Los graficos (B y D) representan la distribucién de proteinas de la membrana
y del soluble de los ROS O (B) y ROS B (D) luego de los tratamientos con los distintos buffers
mostrado en los geles de los paneles A 'y C.
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2.2 Actividad de la diacilglicerol lipasa y monoacilglicerol lipasa en ROS O y

ROS B tratados con buffers de diferente fuerza iénica

Dado que las actividades de la DAGL y la MAGL fueron modificadas por estimulo
luminico es que se decidi6 evaluar si alguna de las proteinas del proceso de
fototransduccion estaban involucradas en la modulacién de estas enzimas,
empleando como herramienta experimental los tratamientos a los ROS con buffers

de diferente fuerza idénica.

2.2.1 Actividad de la diacilglicerol lipasa en ROS O y ROS B tratados con buffers

de diferente fuerza idnica

Los resultados sobre la actividad de DAGL no son presentados en esta instancia
porque no fue posible ensayarla, debido a la baja actividad presentada en los ROS
O y a la ausencia de estimulo luminico. Se observé que la actividad en ROS O
obtenidos en noviembre (primavera) disminuyé un 59 % comparado con
preparaciones de ROS obtenidos en mayo (otofio) (Fig. 17 A). De hecho, el MAG
formado fue totalmente hidrolizado a glicerol, observandose solamente este altimo
producto (Fig. 17 A inserto). Para establecer si la baja actividad observable en esta
época se debia a la ausencia de la enzima, se determiné su expresion (DAGLa) en
preparaciones de ROS obtenidos en abril (otofio) y noviembre (primavera),
observandose una disminucién (49 %) de la misma en ROS obtenidos en noviembre

(primavera) respecto a preparaciones de ROS obtenidos en abril (otofio) (Fig. 17 B).
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Figura 17. Actividad y expresion de la DAGL en preparaciones de ROS obtenidos en otofio
(abril-mayo) y primavera (noviembre) mantenidos en oscuridad (ROS O). La actividad
enzimatica se ensay6 empleando 150 pg de proteina y en las condiciones que se especifican
en la leyenda de la Fig. 8. El grafico inserto a la derecha de la figura A indica la distribucion
porcentual del producto de la actividad de la DAGL de los ROS obtenidos en otofio (mayo)
y en primavera (noviembre) (A). El nivel de DAGLa fue medido en preparaciones de ROS
obtenidos en otofio (abril) y en primavera (noviembre). Esta enzima fue detectada
mediante la técnica de WB con un anticuerpo especifico como se detalla en la Tabla 1
(Seccion 2 de Materiales y Métodos). El grafico de barras muestra la densidad relativa
correspondiente al nivel de proteina en relacién con el control de carga (opsina). La opsina
fue visualizada por tinciéon de la membrana con Commassie Blue (B).

2.2.2 Actividad de la monoacilglicerol lipasa en ROS O y ROS B tratados con

buffers de diferente fuerza iénica

La actividad de MAGL fue ensayada en membranas de ROS O y ROS B
previamente tratadas con buffer de distinta fuerza idnica, estos tratamientos estan
descriptos en la seccion 6.2 de Materiales y Métodos. La actividad de esta enzima
disminuy6 27 % y 18 % en membranas de ROS O y ROS B tratados con buffer Tris 5
mM respecto a ROS O y ROS B enteros (ROS no tratados), respectivamente (Fig. 18).
Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en la actividad de MAGL
entre ROS O y ROS B a la fuerza i6nica de 5 mM. La actividad de MAGL de ROS O

y ROS B no se vi6 afectada por el tratamiento a 100 mM (Fig. 18).
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Figura 18. Actividad de la MAGL en ROS enteros o tratados con buffers de distinta
fuerza ibénica. La actividad enzimatica fue ensayada en la fraccion de membrana (M)
proveniente de ROS mantenidos en oscuridad a 4°C (ROS O) 6 ROS expuestos a 3000 luxes
por 30 minutos (ROS B) y tratados con buffer Tris-HCl 5 mM pH 7,4 (5 mM) 6 buffer Tris-
HC1 100 mM pH 7,4 (100 mM) como se detalla en la Seccioén 6.2 de Materiales y Métodos.
El ensayo se realizé6 empleando 100 pg de proteina de la fraccion de membrana de ROS o
de ROS enteros como se especifica en la leyenda de la Fig. 12 A. Los datos fueron analizados
utilizando un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias, con un post test de LSD Fisher
para cada una de las condiciones ensayadas. Los resultados representan la media y el error
estdndar, de tres tubos tratados independientemente con los distintos buffers, con tres
mediciones de la actividad de la enzima por cada condiciéon (N = 3, n = 9). Las letras
diferentes indican diferencias significativas en las condiciones evaluadas con un p <0,05.

La MAGL es una enzima que se encuentra en el citosol y/ o asociada periféricamente
a la membrana (Blankman y col., 2007, Dinh y col., 2004). Con el propésito de
establecer si la disminucién en la actividad de MAGL era consecuencia de su posible
extraccion desde la membrana por los tratamientos a diferente fuerza iénica es que
se evaluo la expresion de la enzima en la membrana y en los solubles después de
los respectivos tratamientos. Los resultados muestran que el tratamiento con Tris
100 mM sobre ROS O y ROS B extrae la enzima de la membrana, observandose
menor presencia de esta en la fracciéon de membrana (Fig. 19 A) lo que condice con

su mayor expresion en la fraccién soluble (Fig. 19 B). Se puede observar que la
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mayor extraccion de la enzima ocurre en el estado iluminado del ROS. Por otra
parte, el Tris 5 mM logra la extraccion parcial de la enzima desde la membrana s6lo

en ROS B (Fig. 19 A y B).
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Figura 19. Expresion de la MAGL en la fraccién de membrana y en el soluble de los ROS
tratados con buffer de distinta fuerza iénica. El nivel proteico de la MAGL fue medido en
la membrana (30 pg de proteina) (A) y soluble (10 pg de proteina) (B) de los ROS O y ROS
B tratados con buffer Tris 5 mM y 100 mM pH 7,4 como se indica en la Seccién 6.2 de
Materiales y Métodos. Los anticuerpos empleados se detallan en la Tabla 1 (Seccién 2 de
Materiales y Métodos). Los graficos de barras muestran la densidad relativa
correspondiente al nivel de proteina de la MAGL en relaciéon con el control de carga (a-
tubulina o actina).

B) EFECTO DE AGONISTAS Y ANTAGONISTAS DE RECEPTORES

CANNABINOIDES

1. Accion de agonistas y antagonistas de los receptores cannabinoides CB1 y CB2

sobre el metabolismo del 2-araquidonoilglicerol

Las actividades de sintesis e hidrolisis del 2-AG fueron ensayadas en ROS O y

ROS B, previamente tratados con: WIN, agonista de los receptores CB1 y CB2, JWH,
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agonista especifico del receptor CB2, antagonistas de los receptores CB1 (SR1) y CB2

(SR2) como se indica en la seccion 7.1 de Materiales y Métodos.

1.1 Efecto de agonistas y antagonistas de receptores cannabinoides sobre las

actividades de las enzimas de sintesis del 2-araquidonoilglicerol

Resultados sobre la actividad de la DAGL no son presentados en esta instancia
pues no fue posible ensayarla debido a la baja actividad presentada en los ROS, por
la época del afo en que estos fueron obtenidos (noviembre, primavera) como se
explica en Resultados, Capitulo II seccion A 2.2.1. Por lo tanto, solamente fue

evaluada la accién de los agonistas y antagonistas sobre la actividad de la LPAP.

La actividad de la LPAP disminuy6 32 % en ROS O preincubados con WIN o
JWH en relacién a ROS O control. Una disminucion mucho més marcada en la
actividad de la enzima por accién de los agonistas fue observada en ROS B, donde

cada uno de los agonistas gener6 una disminucion del 60 % respecto al control de

ROS B (Fig. 20 A).

En las condiciones de ensayo para LPAP, también se observé la formacion de
oleato (Fig. 20 B). E1 WIN anula su producciéon en ROS O y ROS B. Ademas, el JWH

incremento la formacién de oleato (120 %) en ROS O (Fig. 20 B).
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Figura 20. Actividad de la LPAP en ROS O y ROS B preincubados con los agonistas de
los receptores cannabinoides. ROS O y ROS B (100 pg de proteina) fueron preincubados
con el agonista de los receptores CB1 y CB2 (WIN55212-2, WIN) o el agonista del receptor
CB2 (JWH-133, JWH) en presencia de NEM 4,4 mM en el mismo buffer de ensayo por 10
minutos. Después de este tiempo se llevé adelante el ensayo enzimatico como se indica en
la Fig. 10, empledndose en este caso 2500 dpm de 1-[9,10-3H]oleoil-LPA. Los controles
fueron ensayados en presencia y ausencia de DMSO al 0,2 % en el volumen final del ensayo.
Los datos fueron analizados utilizando un andlisis de varianza (ANOVA) de dos vias, con
un post test de LSD Fisher para cada una de las condiciones ensayadas. Los resultados
representan la media y el error estindar de un experimento con cinco mediciones. Las letras
diferentes representan diferencias significativas con un p <0,05.

Respecto a los antagonistas, la actividad de la LPAP disminuy6é un 71 % y 51 %
en ROS O preincubados con SR1 6 SR2 comparada a la observada en ROS O control,
respectivamente. Cada uno de los antagonistas disminuy6 la actividad de esta

enzima en un 48 % en ROS B respecto a ROS B control (Fig. 21 A). Por otro lado, la
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actividad de la LPAP en los ROS O preincubados con ambos antagonistas juntos fue

similar a los ROS O en presencia del SR1 y un 22 % menor a los preincubados con

SR2. La actividad de LPAP en ROS B preincubados conjuntamente con ambos

antagonistas, fue similar a la observada en presencia de cada uno de los

antagonistas individualmente.

Por otra parte, la formacion de oleato no fue modificada por la adicién de los

antagonistas en ninguna de las condiciones evaluadas (Fig. 21 B).
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Figura 21. Actividad de la LPAP en ROS O y ROS B preincubados con los antagonistas
de los receptores cannabinoides. ROS O y ROS B (100 pg de proteina) fueron preincubados
con el antagonista del receptor CB1 (SR141716, SR1) o del receptor CB2 (SR144528, SR2), o
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de ambos en presencia de NEM 4,4 mM en el mismo buffer de ensayo por 10 minutos.
Después de este tiempo se llevé adelante el ensayo enzimatico como se indica en la Fig. 10,
empledndose en este caso 2500 dpm de 1-[9,10-*H]oleoil-LPA. Los controles fueron
ensayados en presencia de DMSO al 0,2 % en el volumen final del ensayo. Los datos fueron
analizados utilizando un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias, con un post test de
LSD Fisher para cada una de las condiciones ensayadas. Los resultados representan la

media y el error estandar de un pool con cinco mediciones. Las letras diferentes representan
diferencias significativas con un p <0,05.

1.2 Efecto de agonistas y antagonistas de receptores cannabinoides sobre la

actividad de la enzima de hidrélisis del 2-araquidonoilglicerol

Los resultados de la actividad de la MAGL muestran que esta no fue
modificada por la presencia de los agonistas y/o de los antagonistas de los

receptores cannabinoides en las condiciones evaluadas (Fig. 22).
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Figura 22. Actividad de la MAGL en ROS O y ROS B preincubados con los agonistas y
antagonistas de los receptores cannabinoides. ROS O y ROS B (100 pg de proteina) fueron
preincubados con el agonista de los receptores CB1 y CB2 (WIN55212-2, WIN), el agonista
del receptor CB2 (JWH-133, JWH) (A) o con el antagonista del receptor CB1 (SR141716,
SR1), del CB2 (SR144528, SR2) o ambos (B), durante 10 minutos. Después de este tiempo se
ensayo la actividad de MAGL como se especifica en la Fig. 11. Los ROS controles fueron
ensayados en presencia de DMSO al 0,2 % en el volumen final del ensayo. Los datos fueron
analizados utilizando un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias, con un post test de
LSD Fisher para cada una de las condiciones ensayadas. Los resultados representan la
media y el error estdndar de un pool con cinco mediciones por cada condicién. Las letras
diferentes representan diferencias significativas con un p <0,05.
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DISCUSION
Dado que el metabolismo del 2-AG se ve modulado por luz, evaluamos como
las actividades de las enzimas de sintesis e hidroélisis del 2-AG podrian ser reguladas
por proteinas involucradas en el proceso de fototransduccion (Resultados segundo

capitulo, secciones 1y 2).

En una primera instancia se evalué la posible participacion de la transducina
en la modulacion del metabolismo del 2-AG. Para esto se emplearon el GTPyS y el
GDPfS, andlogos de nucleétidos no hidrolizables, que facilitan o impiden la
disociacion de la subunidad Ta de la transducina desde su conformacién
heterotrimérica (TaGDPpy), respectivamente. La disociacion de la Ta de la
subunidad TPy incrementé la actividad de la DAGL en ROS O llevandola al valor
en luz (Esquema 17 A). Si bien estos resultados sugieren que esta enzima podria
estar regulada por la transducina, no permiten afirmar a que subunidad se deberia
el efecto. Por otra parte, una proteina G monomérica también podria ser responsable
de lo observado, por ejemplo, la presencia de RhoA fue descripta en ROS (Salvador
y Giusto, 2006). Otro hallazgo interesante de esta Tesis, lo indica el hecho que en
ROS pretratados con GTPYS no se observa un efecto adicional de la luz. Este
resultado sugiere que el nucleétido a la concentraciéon empleada fue suficiente para
disociar a la Ta no quedando transducina disponible para responder a la luz, o bien
que otra proteina G esté involucrada en el efecto. Por otra parte, la ausencia de
cambios en la actividad de la DAGL en presencia de GDP(S en los ROS O indicaria
una buena situacion de oscuridad de la preparacion de los ROS. Ademas, el GDPPS

no fue capaz de impedir la estimulacion de la actividad de la enzima por el efecto
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de la luz. Este resultado podria deberse a que el GDPS no evit6 la disociaciacion
de la Ta generado por el estimulo luminico posterior. En apoyo a esto, los Trabajos
de Zera y col. (1996) demostraron que el GDPS fue incapaz de inhibir la activacion
de la PDE, debido probablemente a una débil unién de este analogo de nucleétido
a la transducina como consecuencia de restricciones estructurales (Zera y col., 1996).
En estos resultados es importante considerar que la unién del GDPPS a la
transducina es 1500 veces mas débil que la del GTPYS (Zera y col., 1996). La otra
enzima de sintesis del 2-AG, la LPAP no se vio modificada por acciéon de los
nucleétidos, sin embargo, la liberacion de oleato disminuy6 por efecto de la luz en
ROS O tratados con GDPpS. Estos cambios en la formaciéon de oleato, sin
modificacién en la produccién de MAG, sugieren un efecto sobre PLA1 y descartan
la posibilidad de una modificacion en la actividad de MAGL acoplada a LPAP. Esto
altimo se ve reforzado por los resultados de la actividad de MAGL observados bajo

esta condicion experimental (Fig. 15).

Otro de los objetivos planteados en esta Tesis, en relaciéon al metabolismo del
2-AG y el proceso visual, fue el de evaluar si la extracciéon selectiva de proteinas
involucradas en la fototransducciéon producia una mayor o menor
biodisponibilidad del endocannabinoide. Para tal fin se utiliz6 el protocolo
experimental descripto por Kiithn (1982) que permite, mediante el empleo de buffers
de diferente fuerza iénica y luz, extraer distintas proteinas del proceso visual. El
trabajo de Kiithn (1982) muestra que a baja fuerza idénica (buffer Tris 5 mM) se
remueven proteinas solubles y periféricas, y a moderada fuerza iénica (buffer Tris

100 mM), proteinas solubles. Ademads, observé que bajo sus condiciones
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experimentales de estimulo luminico se induce la unién a la membrana de T, RK'y
arrestina, y que la PDE se extrae a baja fuerza iénica independientemente del estado
oscuridad/luz, dado que es una proteina periférica que no se fotoasocia a la
membrana (Kuhn, 1982). En relacion a lo expuesto los resultados presentados en
esta Tesis muestran que las condiciones de iluminacién aplicada a los ROS generan
la unién de la Ta a las membranas tratadas con ambos buffers, sin embargo, la RK'y
la arrestina son extraidas por ambas fuerzas i6nicas de manera independiente de la
luz (Esquema 17 B). Estos resultados difieren de los observados por Kithn debido
probablemente a que la intensidad de luz y el tiempo de exposiciéon de la misma
sobre los ROS (3000 luxes, 30 min.) difieren notablemente de lo empleado por Kiithn
(150 W a 30 cm (no se registran los luxes), 3 min). Resultados similares a los de Kithn
fueron reproducidos en trabajos previos de nuestro laboratorio con una iluminacién

similar a la de este autor (Ilincheta de Boschero y Giusto, 1992).

Se plante¢ la evaluacion de la actividad de las enzimas DAGL y MAGL, que
eran modificadas por efecto de la luz, en membranas de ROS tratados a baja y
moderada fuerza i6nica, en oscuridad y en luz. La actividad de DAGL no fue posible
ensayarla debido a la baja actividad presentada en los ROS, por la época del afio en
que estos fueron obtenidos (noviembre, primavera) (Fig. 17). De hecho, la baja
actividad de la DAGL condice con una menor expresion de la enzima. En la figura
7 se observa que en primavera (septiembre-octubre) fue posible medir la actividad
de la DAGL, sin embargo, la fecha en la que se realizaron los altimos experimentos
(noviembre), si bien fue en primavera, la salida del sol fue a las 5:45 am, coincidente

con la hora del amanecer en verano. Por lo tanto, una mayor exposiciéon a la luz
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previa a la adaptacion en oscuridad pudo haber causado alteraciones en la

disponibilidad de la enzima, afectando su actividad.

La disminucién en la actividad de MAGL en ROS O y ROS B tratados con
buffer de baja fuerza iénica es coincidente con la ausencia de la PDE de la membrana
del ROS, en ambas condiciones (Esquema 17 B). Esto permite inferir que la PDE
estimularia la actividad de MAGL, por lo tanto, en su ausencia se ve una baja en
dicha actividad. Es importante resaltar que este resultado no excluye la
participacion de otras proteinas del proceso de fototransduccién en la modulacién
de la actividad de MAGL. Cabe sefialar que la actividad de esta enzima sélo se
modifica cuando el estimulo luminico se aplica a la copa del ojo (Capitulo 1), en
consecuencia la actividad de MAGL podria estar regulada, ademas de por la PDE,
por alguna proteina que migraria por efecto de la luz entre el RIS y el ROS, como es
el caso de la arrestina. La posibilidad de que la causa en la disminuciéon de la
actividad de MAGL (proteina de localizacién periférica y soluble) se deba a que
pueda ser extraida con el buffer a baja fuerza idnica queda descartada por la

expresion de la enzima en el soluble de ROS 5 mM (Fig. 19).
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Esquema 17. Representacion de la modulaciéon del metabolismo del 2-AG por las proteinas involucradas en el proceso de fototransducciéon en
el ROS. En la condicién de oscuridad (ROS O), la transducina permanece en estado heterotrimérico (TaGDPfy). Sin embargo, frente a una
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sefial luminica (ROS B), la rodopsina (R) detecta la luz y sufre un cambio conformacional en su croméforo (*R), favoreciendo la disociacién de
la subunidad alfa (Ta) de la transducina de la beta gamma (By) ocasionada por el intercambio de GDP de la Ta por GTP. Para evaluar el rol
de la transducina, proteina G involucrada en el proceso de fototransduccion, en la modulacién de las enzimas encargadas del metabolismo del
2-AG, se emple¢ el andlogo GTPYS que disocia a la transducina en sus subunidades Ta y By en ausencia de luz (ROS O + GTPYS). Las enzimas
del metabolismo del 2-AG (indicadas en color verde) fueron ensayadas en ROS O, ROS B y en ROS O preincubados con GTPYS. La actividad
de la DAGL fue la Ginica afectada cuando el estimulo de luz es dado sobre el ROS aislado (ROS B) ¢ en presencia de GTPyS (ROS O + GTPYS),
observandose un incremento de la actividad similar en ambas condiciones (A). El empleo de buffers de diferente fuerza iénica y luz, extraen
del ROS distintas proteinas involucradas en el proceso visual. El buffer de baja fuerza iénica (buffer Tris 5 mM) remueve proteinas solubles y
periféricas, y el de moderada fuerza iénica (buffer Tris 100 mM), proteinas solubles. Se indican en el esquema las proteinas observadas en la
fracciéon de membrana (M) y en la fraccion soluble (S), después de efectuados los distintos tratamientos. En estas condiciones se evalu6 la
actividad de la MAGL, observandose una disminucién de esta asociada a la membrana (M) del ROS cuando la PDE era extraida por el buffer
5 mM en ROS O y ROS B (B).
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Teniendo en cuenta que los distintos receptores que responden a
cannabinoides estan presentes en el ROS y que algunos de ellos son més (CB1, CB2)
o menos (GPR55) expresados en luz se plante6 analizar como era el comportamiento
de las enzimas del metabolismo del 2-AG por accién de agonistas y antagonistas de
los receptores cannabinoides, en los ROS mantenidos en oscuridad o expuestos a
luz. En el grupo de investigacion en el que se desarroll6 esta Tesis, empleando el
terminal sindptico de corteza cerebral (CC) de rata, se demostr6 que el metabolismo
del 2-AG es afectado por la modulaciéon de los receptores cannabinoides durante el
envejecimiento (Pascual y col., 2014). Los resultados presentados en esta Tesis
muestran que la actividad de LPAP no se modifica por luz, sin embargo diferencias
oscuridad-luz se manifiestan por la accién de los agonistas de los receptores
cannabinoides. Si bien WIN y JWH disminuyen la actividad de LPAP en oscuridad
y en luz, el efecto es mas notorio en esta altima condicién (Esquema 18). El hecho
que ambos agonistas afectan de igual manera la actividad de LPAP en las
condiciones evaluadas (ROS O y ROS B), y sabiendo que WIN es agonista del
receptor CB1 y CB2 (Felder y col., 1995, D'Ambra y col., 1992) y JWH es agonista
especifico de CB2 (Huffman y col., 1999), indicaria que el efecto es mediado a través

del receptor CB2.

En lo que respecta a la formacion de oleato los resultados mas relevantes se
observan en oscuridad, mientras que el agonista de CB1 y CB2 (WIN) anula su
produccion, el agonista especifico de CB2 (JWH) la incrementa ampliamente (Fig.
20 B). Esto podria sugerir un rol preponderante del CB1 ya que con WIN se estaria

anulando el efecto via CB2 que se observa con JWH.
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El oleato formado podria deberse a un efecto de los agonistas sobre la
actividad de la MAGL, asociada a la de LPAP, o sobre la actividad de PLA1. La
primera posibilidad quedaria descartada porque los efectos manifestados en la
formacién de oleato no se condicen con lo observado en MAG, no mostrando una
relacién sustrato-producto. Por otra parte, la imposibilidad que el oleato provenga
de la actividad de MAGL queda de manifiesto en los resultados de la accion de los
agonistas sobre esta enzima donde se observa la falta de efecto por parte de los

mismos (Fig. 22 A).

La actividad de LPAP disminuye en presencia de los antagonistas de los
receptores CB1 (SR1) y CB2 (SR2), siendo esta disminucién més marcada cuando se
incuba con el antagonista del CB1 en condiciéon de oscuridad (Esquema 18). La
coincubacién con ambos antagonistas mostré resultados similares a los observados
con cada uno de ellos de manera individual. Pascual y col. (2014) también
observaron una disminucién en la actividad de LPAP por el efecto individual de
SR1 y SR2. Sin embargo estos autores, a diferencia de nuestros resultados,
mostraron que ese efecto inhibitorio era revertido cuando los sinaptosomas de CC

de ratas eran incubados con ambos antagonistas.

La actividad de la LPAP fue inhibida tanto por los agonistas como por los
antagonistas de los receptores cannabinoides, de estos hallazgos podemos concluir
que el efecto de los antagonistas podria deberse a la accién sobre algtin otro
receptor, heterémeros de receptores o por mecanismos no mediados por receptor.
En apoyo a esta posibilidad se ha encontrado que el SR1 ademas de ser antagonista

del receptor CB1 se comporta como agonista del receptor GPR55 (Kapur y col,,
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2009). En los ultimos afios se ha demostrado que el receptor CB1 y CB2 pueden
formar heterémeros con el GPR55 (Balenga y col., 2014, Martinez-Pinilla y col.,
2014). Ademas los heterémeros de GPCR (receptores acoplados a proteina G) son
actualmente considerados como entidades moleculares nuevas, con sefializacién y
caracteristicas de ligandos diferentes a cada GPCR cuando es considerado
individualmente (Franco y col., 2018, Franco y col.,, 2016). Por lo tanto, en la
modulacién de la actividad de la LPAP podrian estar participando otros receptores

que responden a cannabinoides, u otros mecanismos atn desconocidos.

Teniendo en cuenta que agonistas/antagonistas de los receptores
cannabinoides disminuyen la actividad de LPAP y no modifican la actividad de
MAGL podriamos inferir que la modulacion de receptores cannabinoides llevaria a
una menor disponibilidad de 2-AG, sin embargo para aseverar esto debe ser
evaluada la actividad de DAGL, que al momento no fue posible ensayarla debido a
la baja actividad presentada en los ROS en la época del afio en que estos fueron

obtenidos (Capitulo II, Resultados secciéon A 2.2.1).
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Esquema 18. Representacién de la modulacién de las enzimas responsables del metabolismo del 2-AG por accién de agonistas y antagonistas
de los receptores cannabinoides. Las actividades de las enzimas de sintesis e hidroélisis del 2-AG (verde) fueron ensayadas en ROS O y ROS B,
previamente tratados con: WIN, agonista de los receptores CB1 y CB2, JWH, agonista especifico del receptor CB2, SR1 y SR2 antagonistas de
los receptores CB1 y CB2, respectivamente. Los agonistas WIN (azul) y JWH (celeste) disminuyeron la actividad de LPAP en ROS O y ROS B
siendo el efecto mas marcado en ROS B. La actividad de LPAP también se vio disminuida por los antagonistas de los receptores CB1 (SR1,
rosa) y CB2 (SR2, violeta) siendo este efecto mas notorio con el antagonista del receptor CB1 en ROS O. Estos resultados indicarian una
disminucién en la disponibilidad del 2-AG por antagonistas y agonistas en ROS O y ROS B, respectivamente.
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CONCLUSIONES
Los resultados de esta Tesis demuestran la presencia de los diferentes
elementos del SEC en segmentos externos de células fotorreceptoras (ROS)
los que se ven modificados por el estimulo de luz a la retina.
Las actividades de las enzimas de sintesis (DAGL y LPAP) e hidrélisis
(MAGL) del 2-AG conducen a un incremento de este endocannabinoide en
el ROS en respuesta al estimulo luminico ejercido sobre la retina, que condice
con el incremento en los niveles proteicos de los receptores CB1 y CB2 a los
cuales este se une.
Esta Tesis demuestra la presencia en ROS de otros receptores que responden
a cannabinoides, el GPR55 y el TRPV1, ademas de una disminucién en la
expresion del primero sin cambios en la del segundo por luz.
Se observa un efecto dual delaluz sobre la actividad y la expresién de DAGL
y MAGL, ya que mientras la primera se incrementa, el nivel de proteina
enzimadtica decrece. Esto podria ser una forma de regular la enzima, donde
la disminucién en la disponibilidad de la proteina podria ayudar a controlar
su accion.
Las variaciones observadas en la expresion y en la actividad de la DAGL,
dependiendo de la época del afio en la que se obtuvieron los ROS, indican
que estas son afectadas por el lapso de tiempo en que la retina “in vivo” estéd
expuesta a la luz.
Los resultados sugieren una regulacién de las actividades de DAGL y MAGL

por proteinas del proceso de fototransduccion, estando involucrada la



CONCLUSIONES

127
transducina, y la PDE y arrestina, respectivamente. Sin embargo, la
actividad de LPAP, una de las enzimas responsable de la sintesis del 2-AG,
no se ve afectada por el estimulo de luz.
e Los receptores cannabinoides regularian en baja la disponibilidad del 2-AG

al menos por modulacién de la LPAP, tanto en oscuridad como en luz.

Los resultados de esta Tesis Doctoral demuestran que el SEC participa
activamente en la adaptacion de los bastones al estimulo luminico. La modulacién
de las enzimas de sintesis e hidrélisis del 2-AG en el ROS por efecto de la luz y por
el de algunas proteinas del proceso de fototransduccioén sugiere una contribuciéon
del 2-AG en la respuesta a la luz. La presencia de receptores CB1 y CB2, GPR55 y
TRPV1 en ROS y su diferente afectacién por luz hablaria de un rol funcional
particular de cada uno de ellos en el proceso visual, evitando por ejemplo la

saturacion del sistema fotosensible del ROS e impidiendo el dafo por luz.

Los hallazgos que surgen de esta Tesis Doctoral establecen una estrecha relacion

entre el SEC y el proceso visual y abren dos grandes interrogantes a resolver:

e El rol funcional del SEC y en particular del endocannabinoide
neuroprotector 2-AG en procesos patolégicos de injuria luminica que
llevan a la destruccion de los fotorreceptores.

e La accién de extractos derivados de Cannabis sp. o de sus principios
activos en la modulacién del tono endégeno del 2-AG en estos modelos

patolégicos.
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ABREVIATURAS

[*H] diacilglicerol

[*H] monoacilglicerol

[2-3H] fosfatidilcolina

[2-3H] triacilglicerol

1-[9,10-3H]oleoil-lisofosfatidato

12-lipooxigenasa

2-araquidonoilglicerol

2-araquidonoil lisofosfatidato

Acetona

Serina hidrolasa con dominio a/p 12

Serina hidrolasa con dominio a/p 6

Adenilil ciclasa

Acido acético

Acido desoxirribonucleico

Anandamida

Acidos grasos libres
N-(Piperidina-1-il)-5-(4-iodofenil)-1-(2,4-diclorofenil)-4-
metil-1H-pirazol-3-carboxamida
6-lodo-2-metil-1-[2-(4-morfolinil)etil]-1H-indolil-3-](4-
metoxifenil)metanona

Acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiénico
Adenosin monofosfato ciclico

Analisis de varianza

Acido ribonucleico

ARN mensajero

1,4-bis(2-metilestiril)benceno

Albtimina sérica bovina

Cloroformo

Receptor cannabinoide 1
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CB2 Receptor cannabinoide 2

CcC Corteza cerebral

CID16020046 4-[4,6-Dihidro-4-(3-hidroxifenil)-3-(4-metilfenil)-6-
oxopirrolo[3,4-c]pirazol-5(1H)-yl] acido benzoico

CNG Canales gatillados por nucleétidos ciclicos

COS Segmentos externos de los conos

COX-2 Ciclooxigenasa 2

CP55940 5-(1,1-Dimetilheptil)-2-[5-hidroxi-2-(3-
hidroxipropil)ciclohexil]fenol

DAG Diacilglicerol

DAGK Diacilglicerol quinasa

DAGL Diacilglicerol lipasa

DCF 2’7 -diclorofluoresceina

DMSO Dimetilsulféxido

dpm Desintegraciones por minuto

DTT Ditiotreitol

E Eter etilico

EC Endocannabinoides

EDTA Acido etiléndiamino tetraacético

ERG Electroretinogramas

F.E Fase estacionaria

FM Fase movil

FAAH Acido graso amido hidrolasa

FAME Metil ésteres de acidos grasos

FST Fase superior tedrica

GC Guanilil ciclasa

GCAP Proteina activadora de guanilil ciclasa

GDP Guanosin difosfato

GDPpS Guanosin 5° [B-tio] difosfato

GLC Cromatografia gas-liquido



GMP
GMPc
GPCR
GPR55
GTP
GTPasa
GTPyS
GB5

H

HxO
HRP
HU-308

INL
IP;

IPL

JNK

JWH-133, JWH

kDa
LGP
liso-PLC
LPA
LPAP
LPC
LPP

M
MAG
MAGL
MAPK
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Guanosin monofosfato

Guanosin monofosfato ciclico

Receptores acoplados a proteina G
Receptor acoplado a proteina G 55
Guanosin trifosfato

Guanosin trifosfatasa

Guanosin 5” [y-tio] trifosfato

Subunidad beta de la proteina G tipo 5
Hexano

Agua

Peroxidasa de rdbano
(15,45,5S)-4-[4-(1,1-Dimetilheptil)-2,6-dimetoxifenil |-6,6-
dimetillbiciclo[3.1.1]hept-2-eno-2-metanol
Capa nuclear interna

Inositol 1,4,5-trifosfato

Capa plexiforme interna

Jun quinasa
(6ar,10ar)-3-(1,1-dimetilbutil)-6a,7,10,10a-tetrahidro-6,6,9-
trimetil-6H-dibenzo[b,d]pirano
Kilodalton

Lisofosfatidilglucésido

Lisofosfolipasa C

Lisofosfatidato

Lisofosfatidato fosfohidrolasa
Lisofosfatidilcolina

Lipido fosfato fosfatasas

Metanol

Monoacilglicerol

Monoacilglicerol lipasa

Proteina quinasa activada por mitégenos



mGluR6
MOPS
N2
NAPE

NAPE-PLD

NCKX1
NEM
OPL

P

p/p
p/v

PA

PC

PDE
PDEaf
PDEa2y
PE

PEMT

PI

PI sintasa
PI3K
PIP,
PLA1
PLA2
PLC

PLD
PMSF
PPAR

PPO
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Receptor de glutamato metabotrépico 6
3-(N-morfolino) acido propanosulfénico
Nitroégeno
N-araquidonoil-fosfatidiletanolamina
N-araquidonoil-fosfatidiletanolamina fosfolipasa D
Intercambiador de iones, Na*,Ca?* y K*
N-etilmaleimida

Capa plexiforme externa

2-propanol

Peso / peso

Peso / volumen

Acido fosfatidico

Fosfatidilcolina

Fosfodiesterasa 6

Subunidades alfa, beta de la PDE
Subunidades alfa, beta y gamma de la PDE
Fosfatidiletanolamina
Fosfatidiletanolamina N-metil transferasa
Fostatidilinositol

Fosfatidilinositol sintasa
Fosfoinositido-3-quinasa

Fosfatidilinositol 4,5-bifosfato

Fosfolipasa Al

Fosfolipasa A2

Fosfolipasa C

Fosfolipasa D

Fenilmetilsulfonil fluoruro

Receptores activados por factores de proliferaciéon
peroxisomal

2,5-difeniloxazol



PS
PVDEF
R*
R9AP
RGCL
RGS9

RGS9-1
RhoA
RIS

RK
ROCK
ROS
ROS B
ROS L

ROS O

SDS
SDS-PAGE

SEC

SNC

SR141716, SR1

SR144528, SR2

TBARS
THC
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Fostatidilserina

Polivinilidenofluoruro

Rodopsina activada

Proteina de unién a RGS9-1

Capa de células ganglionares retinales

Complejo de proteinas reguladoras de la sefializacion de la
proteina G

RGS9 de retina

Miembro de la familia Rho GTPasas

Segmento interno

Rodopsina quinasa

Proteina quinasa asociada a Rho

Segmento externo de los bastones de retinas

Segmentos externos de bastones expuestos a luz
Segmentos externos de bastones provenientes de retinas
expuestas a luz

Segmentos externos de bastones provenientes de retinas
mantenidos en oscuridad

Dodecilsulfato de sodio

Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de
sodio

Sistema endocannabinoide

Sistema nervioso central
(N-(Piperidin-1-il)-5-(4-clorofenil)-1-(2,4-diclorofenyl)-4-
metil-1H-pirazol-3-carboxamida)
(N-[(1S)-endo-1,3,3-trimetilbiciclo[2.2.1]heptan2-il]-5-(4-
cloro-3-metilfenil)-1-[ (4-metilfenil)metil]-1H-pirazol-3-
arboxamida)

Sustancias reactivas a dcido Tiobarbittrico

A%-tetrahidrocannabinol



TLC
Tris

Triton X-100

TRP
TRPV1
TS
Tween

Ta

TaPy

TPy
URB597

v/v
WB
WIN 55,212-1/ WIN
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Cromatografia en capa fina
Tris(hidroximetil)Jaminometano

Eter mono[p-(1, 1, 3, 3-tetrametilbutil) fenilico] del
polietilenglicol

Receptores de potencial transitorio

Receptor de potencial transitorio vanilloide tipo 1
Terminal sinaptico

Polioxietileno sorbitan monolaurato

Subunidad alfa de la transducina

Transducina en su estado heterotrimérico

Subunidades beta y gamma de la transducina

(3'-(aminocarbonil)[1,1'-bifenil]-3-il)-ciclohexilcarbamato

Volumen/volumen
Western blot
(R)-(+)-[2,3-Dihidro-5-metil-3-(4-

morfolinilmetil)pirrolo[1,2,3-de]-1,4-benzoxazin-6-yl1]-1-

naftalenilmetanona mesilato



