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Resumen

El epitelio pigmentado de la retina (EPR) es un mosaico de células poligonales
interpuestas entre la coroides y la retina neural que juega un papel muy importante
en el mantenimiento de la estructura y funcion de la misma. El EPR protege a la
retina del dafio fotico, regula la concentracién i6nica del espacio subrretinal y
forma la barrera hematorretiniana. Se ha demostrado la presencia de receptores
de glutamato (GluRs) tanto lonotropicos como metabotréplcos en membranas de
células de EPR de pollo y de humano en cultivo primario y se ha sugerido su
participacion en la proliferacion de estas células.

La vitreorretinopatia proliferativa (VRP) es un proceso patolégico caracterizado por
la ruptura de la barrera hematorretiniana, seguida por un cambio de las células del
EPR de una forma poligonal y mitéticamente inactiva, a una forma aplanada y sin
pigmento. Estas células migran hacia la cavidad vitrea y proliferan extensamente
hasta formar membranas coldgeno-celulares que, al contraerse, conducen al
desprendimiento de la retina. Para pravenir tales alteraciones, es importante
identificar los factores que las causan, entre los cuales el glutamato es un buen
candidato para su estudio en este modelo in vitro, dada la importancia que
constituye para la transmisién y funcionamiento de la relacién retina-EPR.

En este trabalo se establecié un modelo de transformacién fibroblastica en EPR de
pollo de estas células en el que se reproducen en cultivo los cambios morfolégicos
identificados en el EPR humano en la VRP. Con el objetivo de identificar los
posibles cambios que sufren los GluRs durante este proceso, se realizaron
estudios de union de radioligando. Se observé que, en cultivo, las células del EPR
en pasajes consecutivos, sufren cambios morfoldgicos como la transformacion
fibroblastica y la pérdida del pigmento, en paralelo con una alteracién de las
caracteristicas cinéticas de los GluRs. Tal alteracién conslste en un aumento en el
namero de sitios receptores con menor afinidad con respecto a las células con
morfologia epitelial normal de un cultivo primario. Este modelo podria ser
importante para entender los mecanismos moleculares mediante los cuales se
lleva a cabo la desdiferenciacién celular del EPR durante la VRP.
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Introducclon

Descripcion de la retina

La retina se localiza en la region posterior del ojo y constituye la parte fotosensible
del mismo. Contiene a los fotorreceptores: los conos, responsables de la vigién del
color y los bastones, principales responsables de la visién en la obscuridad.
Cuando los fotorreceptores se excitan, la sefial luminosa se transmite a través de
una sucesion de neuronas en la retina a través del nervio 6ptlco y hasta la corteza
cerebral. La retina tiene una estructura estratificada que Incluye 10 estratos: el
epitelio pigmentado, los segmentos externos de los fotorreceptores, la membrana
limitante externa, la capa nuclear externa que contiens los cuerpos de los
fotorreceptores, la capa plexiforme (sinaptica) externa, la capa nuclear interna, la
capa plexiforme Interna, la capa de células ganglionares, las floras del nervio
optico, y la membrana limitante intema. Desde la capa que contiene los
sagmentos externos de los fotorraceptores hasta la capa de fibras del nervio
optlco son conocidas como la retina neural (Dowling,1970).

En la retina de los vertebrados existen cinco tipos de neuronas: las células
bipolares, las ganglionares, las horizontales, las amacrinas y los fotorreceptores
(fig 1). En sentido transversal, las bipolares hacen sinapsis con los fotorreceptores
en la capa plexiforme externa, y con las ganglionares en la capa plexiforme
Interna.

Los axones de las células ganglionares forman el nervio dptico, que conduce los
impulsos hacia centros superlores de Integracién. Las células horizontales hacen
sinapsis con los fotorraceptores y los Interconactan en la capa sinaptica externa,
mientras que las amacrinas conectan a las células bipolares entre ellas en la capa
plexiforme interna. Las células amacrinas forman sinapsls con las células
bipolares y ganglionares, no tienen axones, y sus neuritas establecen conexiones
pre y postsinapticas con las neuronas circundantes (Dowling, 1970).

Ademas de las células neuronales, en la retina de mamiferos se encuentran dos

tipos de células gliales, los astrocltos y las células de Muller. Los astrocitos se




localizan en la superficie vitrea de la retina, junto a las células ganglionares. La
glia radlal de Mdller atraviesa la retina y se ramifica en las capas plexiformes para
envolver a los contactos sindpticos. Los procesos de estas células forman la
membrana limitante intemna en la superficle interna de la retina, y la externa en la
capa de los fotorreceplores . Estas células gliales se encargan de la modulacién
sinaptica en la retina, facilitando y/o deprimiendo la transmisién sinéptica
{(Newman, 2004).

En la retina externa se llevan a cabo dos procesos importantes, uno es la
separacion de la informacion aferente en dos vias: la de las células bipolares que
se despolarizan (ON) y las de aquellas que se hiperpolarizan (OFF) con la luz; otro
es el establecimiento de interacciones laterales entre las células horizontales
(Mlller, 1985).

Exclera

Coroldes
pitelio pigmentado de Retina

Basztones

Conos

Células hodzontales

Células bipolares

Direccién de la Luz

Células amecrinas

Céulas ganglioneres

= Fibras del Nervio Optico

Flgura 1. Estructura de la retina de vertebrados




El concepto de campo receptivo es importante para entender las respuestas ON y
OFF. El campo receptivo de las células ganglionares es el area de la retina que la
célula ganglionar controla. En la rmayorfa de célulags ganglionares el campo
receptivo se divide en una zona circular en el centro y el area circundante. Las
células con centro ON se excitan cuando se les aplica luz diriglda al centro de su
campo receptivo. Si se aplica luz a su area circundante la célula se inhibe.

Las células ganglionares de centro OFF se Inhiben cuando se les aplica luz al
centro de su campo receptivo; si la luz se dirige al &rea que rodea su centro OFF
la célula se excita. En ambos tipos de células ganglionares la respuesta generada
por la lluminacion alrededor cancela la respuesta generada por la lluminaclén en el
centro casi completamente. Por esta razon, la iluminacion difusa de todo el campo
receptivo provoca una respuesta pequefia. Las células gangllonares activan dos
rutas paralelas para el procesamiento de la informacién visual. Ademas, sus
campos receptivos varian de tamafio en la retina. En la retina central (févea) de
primates, donde hay agudeza visual el campo receptivo es pequefio. Mientras que
on la periferia de la retina, donde la agudeza visual es menor, el campo receptivo
os grande (Kandel et al., 2000)

Las neuronas visuales responden a encendido (ON) y apagado (OFF) de un
astimulo de la luz o caracteristicas mas complejas como el color o la direccién de
un movimiento. Cualqulera de esas preferenclas se expresa como atributo del
campo receptivo. La importancia funcional de las rutas ON y OFF se entiende
mejor en téminos de contraste. De las células bipolares hacia delante las
neuronas responden mejor al contraste temporal y espacial que a los niveles
absolutos de luz.

En la retina Interna, las células bipolares ON y OFF ramifican sus terminales en
zonas espacificas de la capa plexiforme interna, las ON en la parte proximal y las
OFF en la distal; las células gangllionares ON, OFF y ON-OFF se estratifican de
manera consecuente. Las células amacrinas establecen contactos laterales con
las células bipolares y ganglionares, asl como con otras amacrinas. Estas células
emplean, en general, como transmisores Inhibidores al acido y-aminobutirico

(GABA) vy a la glicina, principalmente.




La principal entrada excitadora que reciben la mayoria de células ganglionares es
de las células blpolares. De modo que, esas células ganglionares tamblén tienen
respuestas ON y OFF en el centro de su campo receptivo de acuerdo con la clase
de células bipolares que las excitan. En la mayoria de las especles hay células
ganglionares adicionales ON-OFF que responden a cualquier transicién, es decir,
a encendido (on) y apagado (off) de la luz. Esas células reciben la entrada de
ambas clases de células bipolares (Reld,1999).

Tanto los fotorreceptoras como las células horizontales y las bipolares carecen de
canales de Na* sensibles al voltaje, por lo que no generan potenciales de accion,
$ino que tienen potenclales graduados (Reid,1999). En contraste, los axones de
las células ganglionares transmiten sefiales a larga distancia en forma de trenes
de potenclales de accion. Algunos tipos de células amacrinas también pueden
generar potenciales de accldn.

Las células gliales de la retina pertenecen a dos tlpos fundamentales: los
astrocitos, cuya morfologla y funcion no diflere de manera significativa de los de
otras reglones del sistema nerviosos central (SNC), y la glla de Muller, que se
extiende radialmente en el espesor de la retina atravesando los tres estratos de
cuerpos celulares y las dos capas sindpticas (Schwartz,1993), por lo que participa
en las interacciones metabdlicas y la estratificacion durante el desarrollo, ambos

tipos forman parte de la barrera hematorretiniana.

Descripcidn y funcionamiento del EPR

El EPR se deriva embriolégicamente del mlsmo tejido neural que forma la retina
(neurosctodermo). La vesicula Optica se Invagina para formar una copa; de la
capa Intarna se forma la retina neural y de la externa el EPR. Aunque la retina se
diferencia en varias capas de neuronas, el EPR permanece como una monocapa
que adquiere las caracterlsticas de un epitelio secretor.

El epitelio pigmentado de la retina es un mosaico de células poligonales
interpuestas entre la coroides y la retina neural, recubriendo el fondo del ojo (fig.




2). Cada célula tiene un didmetro de aproximadamente 10 a 14 p en la reglén
macular, pero en la periferia alcanzan un dlametro de hasta 60 p ( Marmor,1998).
El EPR forma una monocapa polarizada cuya membrana apical y basolateral son
morfoldgica y funcionalmente distintas (fig. 3). La membrana apical forma
procesos que se Interdlgitan con los segmentos externos de los fotorreceptores en
al espaclo subrretinal, mientras que la membrana basolateral hace contacto con la
membrana de Bruch (Alge et al/, 2003; Hughes,1998), la cual es una estructura
compuesta de dos membranas (la del EPR y la de la coroldes), separadas por una
capa de coldgena y es permeable a pequefias moléculas (Clarck, 1986).

Cémea / Coroldes Lt -

Figura 2. Ublcacion de la retina y el EPR an el fondo del ojo




El color del EPR se debs a su contenido de melanina, principalmente eumelanina
(pigmento café a negro). Los granulos de melanina son abundantes en el
citoplasma de células adultas de EPR, principaimente en la parte media y aplcal
de la célula. En contraste con la rapida migracion de los granulos de melanina en
respuesta a la luz que se observan en el EPR de peces, anflblos y algunas aves,
en las células de EPR de mamiferos estos granulos no migran, tal vez por
adaptaciones oculares, tal como el efecto de la accion dilatadora de la pupila, lo
cual protege a los segmentos externos de los fotoreceptores de la luz
(Boulton,1998).

La melanogénesis se inicia via dos eventos separados: la generaclén de
premalanosomas (que contlenen las proteinas estructurales de melanosomas) v,
la sintesis de tirosinasa, una enzima esenclal para la melanogénesis. Los
premelanosomas se ensamblan en el reticulo endopldsmico lisgo a partir de
cuerpos multivesiculares que se conectan al RE rugoso, desde donde son
liberados al citoplasma. La tirosinasa se sintetiza por ribosomas en el reticulo
endoplasmico rugoso y se glicosila y transporta via RE liso al aparato de Golgi,
desde donde se transflere a los premelanosomas. La sintesls de melanina

Figure 3. Esquema de una célula de EPR en la que se apracian sus membranas apical y lateral




depende de la translocacion de tirosinasa a los premelanosomas, la disponibilidad
de substrato L-tirosina, el destino de los productos de oxidacion generados
durante los diferentes estados de la melanogénesis, y otros factores que influyen
en el grado de polimerizacion (Boulton, 1998). La tirosinasa cataliza la conversion
del aminoacido L-tirosina, a través de una serie de compuestos intermedios a
melanina,

En cultivos primarios de EPR las células se dividen hasta formar una capa
confluente de células hexagonales poco pigmentadas. De los subcultivos de esas
células resulta una poblacién sin plgmento (Boulton 1998). Esta despigmentacion
se debe a la dilucién de los granulos de pigmento entre las células hijas. Sin
embargo, hay evidencia de melanogénesis in vitro en células de EPR si se
mantienen por suficiente tiempo en condiciones adecuadas. Las células cultivadas
sintetizan cuerpos multilamelares que actian de forma similar a los
premelanosomas (Boulton,1998). Ademas, al parecer la melanogénesis en células
de EPR se regula por la matriz extracelular y por factores de crecimiento exégenos
(Campochiaro y Hackett, 1993). La melanogénesls /n vitro demuestra que el EPR
adulto, dadas las condiclones adecuadas, expresa los genes necesarios para la
produccién del pigmento in vivo,

La importancia de la melanina radica en su capacidad protectora contra la luz y
otros agentes. Tal importancia se resume en los siguientes puntos: 1) actia como
un filtro de densidad neutral, 2) aten(ia el efecto de la radiacién por la dispersién
de la luz cuando se sitia en el melanosoma, 3) absorbe la energia radiante en el
espectro visible y UV y disipa la energfa absorbida como célor, 4) tlene la
capacidad de unirse a muchos farmacos, 5) utiliza la energla absorbida para sufrir
oxidacion Inmediata y 6) como un radical llbre estable, tiene la capacidad de
actuar cormo un polimero de intercambio biolégico (Boulton,1998).

El papel fotoprotector de la melanina como quelante de radicales libres se ha
pensado debldo al amblente y composicidn (altos niveles de &acldos grasos
poliinsaturados) de la retina como un amblente ideal para la formacidén de
radicales libres (Boulton, 1998). Aunque parece que el papel de la melanina como
antloxidante es minimo, el EPR también contiene otros antioxidantes en alta




concentracién, Incluyendo superdxido dismutasa, glutation peroxidasa, catalasa, y
alfa tocoferol (Boulton,1998).

El EPR tiene un papel muy importante en el mantenimiento intagro de la estructura
y funcién de la retina neural (Clarck, 1986). La contribucién del EPR en la
ostratificacion de los diferentes tipos celulares de la retina es esencial (Vollmer et
al, 1984), ya que en presencia del mismo se forma la l&mina basal, que juega un
papel crucial en la induccion de la polarizacién e inicio del desarrollo de la retina
(Wolburg et al., 1990). Ademas de proteger a la retina del dafio fotico, el EPR esta
involucrado en varias funciones, tales como regulacién i6nica en el espacio
subrratinal y la formaci6n de la barrera hematorretiniana (Clarck, 1986).

Una de las funciones mejor estudiadas del EPR es su participacidn en la
renovacion de los segmentos externos de los fotorreceptores. Dado que las
células fotorreceptoras no se dividen mitoticamente deben renovar
constantemente las membranas fotosensibles para formar nuevos discos en la
base del segmento externo, desplazando los sagmentos viejos hacla el extremo;
en donde el EPR los fagocita y degrada enzimatlcamente por un sistema liaosomal
(Aguirre, et al., 1985). Young y Bok (1969) demostraron el papel fundamental del
apltelio pigmentado de la retina en la fase de elimlnacién y renovacién de los
segmentos externos de los bastones, los cuales al desprenderse sufren cambios
quimicos y son englobados en fagosomas (cuerpos de Incluslén derlvados de la
fagocitosls de la membrana de los segmentos externos) del EPR para ser
eliminados. Las células del EPR fagocltan y degradan protelnas y lipidos
componentes de los discos de los segmentos extemnos de los fotorreceptores
(Besharse y Defoe,1998). Las proteinas que se sintetizan en los segmentos
internos se transportan a los segmentos externos y se incorporan a nuevos discos
formados en la base de los segmentos externos. Se ha estimado que el EPR
ingiere y degrada entre 25 000 y 30 000 discos de los segrmentos externos de los
fotorreceptores diariamente y que la captura de los discos y su degradacidn se
lleva a cabo eficientemente en unas horas (Ershov y Bazan,2000).




Otra funcién del EPR es su participacion en el ciclo de la vitamina A, que es de
gran importancia para el proceso visual. La funcion basica del EPR es convertir la
vitamina A (all-trans retinol) a 11-cis-retinal, que es el croméforo sensible a la luz
que se une covalentemente a la opsina para formar la rodopsina (Thompson,
2003). Los retinoides se mueven del EPR hacla los segmentos externos de los
fotorreceptores a través de la matriz interfotorreceptora, para luego ser removidos
durante la fagocitosis de los discos de los segmentos externos de los
fotorreceptores. Una vez que los paquetes de discos son fagocitados por el EPR
hay una fusién con lisosomas, protelnas de digestién, y se liberan los retinoldes
para unirse a una protelna de unién apropiada (por ejemplo, CRALBP) y volver

entrar al ciclo visual (Chader,1998).

Al constituir parte de la barrera hematorretiniana, el EPR aisla la retina y el
segmaento posterior del ojo de la circulacidn, creando un microamblente en el que
se modulan las respuestas inmunas (Liversidge y Forrester,1998) hacla antigenos
foraneos. Ademas, media la transferencia de Importantes componentes de la
sangre a la retina (Clark,1986), como el retinol de la circulaclén coroidal a los
fotorreceptores (Pfeffer et al, 1986), el transporte de iones y agua, factores de
cracimiento, pigmentos, glucosa, aminoacidos y otros nutrientes. Asimismo, el
EPR lleva a cabo la sintesis y renovacion de los constituyentes de la matriz
Interfotorrecaptora y absorcion de la luz (Aguirre, et al., 1985).

El transporte de iones, fluidos y metabolitos, a través del EPR se regula por
sefiales extracelulares (paracrinas, autécrinas u hormonales), que se originan en
la retina, en el mismo EPR, o en la sangre. En la luz y obscuridad, esas sefiales
activan diferencialmente a receptores acoplados a proteinas G y oftros
mecanismos de sistemas de segundos mensajeros Intracelulares (IP3, Ca?*,
cAMP) que alteran directamente el transporte y funcién epitellal (Hughes et al.,
1998). El transporte tamblén puede ser regulado por mecanlsmos de reciclamiento
localizados en las membranas basal o lateral, de manera que el EPR en algunos
casos puede ser transformado de epltello absorbente a epitelio secretor (Hughes
et al., 1998).
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En el EFR hay varias rutas de transporte, entre ellas de sodlo, potaslo, cloro,
calcio, bicarbonato etc. Ademés de haber evidencia de transporte de otras
substancias como lactato y glucosa; asi como de aminoacldos como glutamato
taurina, GABA, alanina, lsucina que son activamente absorbldos en el EPR

La absorci6én del fluido a través del EPR de la retina a la coroldes se lleva a cabo
mediante los cotransportadores Na*,K*,2CI" de la membrana apical y canales de
Cren la membrana basolateral. Ambas membranas determinan el volumen celular
del EPR. El control del volumen subrretinal resulta importante, pues su alteracion
no solo afecta la concentracién de lones y metabolitos afuera de los segmentos
externos de los fotorreceptores, sino también altera el estado de hidrataclon de la
matriz interfotorreceptora, afectando la adhesion celular (Hughes et al.,1998) y
otras interacciones fotorreceptores-EPR.

Se ha reportado también la presencia de canales de calclo de tipo L en el EPR
(Rosenthal y Strauss, 2002), implicados en las rutas de transduccion de seflales
para la comunicacién entre el EPR vy los fotorreceptores, asi como en la regulacion
de la secrecidn de varios factores de crecimiento, y en la regulacién de la

fagocitosis de los segmentos externos de los fotorreceptores.

Receptores de glutamato

Los receptores de glutamato se clasifican, con base en su mecanismo de
transduccion de sefiales, en dos grupos: receptores ionotroplcos, gue forman un
canal iénico y los metabotrépicos, aquellos acoplados a proteinas G y ligados a la
activacion de la fosfolipasa C (PLC), o la inhibicion o activaclén de la adenllil
ciclasa (AC,; fig. 4).

Los receptores ionotropicos (iGIuRs) son tetrameros. Cada subunidad conslste de
un dominio extracelular amino terminal, un dominio de unién al ligando
extracelular, y dominlo intracelular carboxllo terminal. Dos subunidades forman un
dimero, de modo que cada receptor esta formado por dos dimeros que forman un
canal para la entrada de iones. Los iGluRs se subdividen en tres familias, los
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activados por N-metil-D-aspartato (NMDA), los que responden a a-amino-3-
hidroxi-5-metll-4-lsoxazolpropionato (AMPA), y los sensibles a kainato (KA).

Los receptores de AMPA y KA llevan a cabo principalmente la neurotransmision
excitadora rapida en el SNC (Michaelis,1998). Los receptores de AMPA responden
rapidamente a la apllcacién del agonista, los canales formados por estos
receptores son permeables principalmente a Na* y K% se componen de
subunidades conocidas como GIuR1-GIuR4, Los receptores de kainato se
componen de las subunidades GIuR5-GIuR7, KA1 y KA2. La heterogeneidad de
los receptores de AMPA y kainato depende de dos procesos: el proceso de
ediclén (sitios R/G y Q/R), que se refiere a la alteracidon postranscripcional en la
secuencia de nucleotidos del RNA mensajero. En las subunidades GIuR2, GIuR5 y
GIuRS se ha Identificado que el transcrito primario que codifica para glutamina se
edita, originando una arginina en el sitio Q/R. La arginina en verslones editadas de
GluR2 causa una disminucién en la permeabilidad al Ca™ y una menor
conductancla el canal. Ademas, las subunidades GIuR2, GIuUR3 y GIuR4 se editan
en el sitio R/G. En este sitio, la sustitucién de una arginina por una gliclna se da en
GIuR3 y GluR4, lo cual reduce el tlempo de recuperacién de la desensibllizacién.
Este proceso es de importancia debido a que el 99% del RNAm para GIuR2 se
edita, y que la remocion del sitio Q/R produce epllepsia y muerte temprana
(Dingledine, et al., 1999). El otro proceso es el corte y empalme altemativo
(varlantes flip y flop) del RNAm. Los receptores AMPA con la versién flip se
desensibilizan mas lentamente que los de la versién flop. Ambos procesos juegan
un papel importante en la determinacién de los parametros farmacolégicos y
elactrofisiologicos especificos de los receptores. Por lo anterior, la cinética de
desensibllizaclén de los receptores de AMPA depende de la composicion de las
subunidades (Vollmar et al.,2003; Madden,2002; Dingledine, et al., 1999). Los
raceptores de AMPA y KA tienen una distribucién diferenclal en el sistema
nervioso y para discriminar entre ambos tipos las 2,3-benzodiazepinas GYKI
52466 y GYKI 53655 son los mejores antagonistas por inhibir selectivamente los
raceptores de AMPA sin alterar la actividad de los receptores KA (Michaelis,
1998). Otros antagonistas como el CNQX, el DNQX y el NBQX bloquean
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competitivamente a ambos receptores, KA y AMPA, pero CNQX y DNQX también
inhiben receptores NMDA de manera no competitiva a través de interaccién con
sitios de reconocimiento de glicina en esos receptores (Pellegrini-Giampletro, et
al.,1989).

El receptor de NMDA constituye un canal permeable a Na® k" y Ca®*; se encuentra
bloqueado por Mg®* de manera dependiente de voltaje. Los receptores del tipo
NMDA, a diferencia de los de AMPA y KA, responden al glutamato mas
lentamente y su contribucion es principalmente al components lento de corrientes
postsinapticas excitadoras (Michaelis,1998), por lo que la activaclén répida de los
recoptores AMPA/KA es lo que lleva a la despolarizacion de la membrana
postsinaptica y la disminucion del bloqueo de los receptores NMDA por Mg®* lo
cual permite su activacion. La activacion de estos receptores sa modula por varios
compuestos endoégenos como glicina, magnesio, pollaminas, zinc, agentes redox ,
oxido nitrico, protones y fosforilacion de PKC (Liu y Zhang,2000). Se ha
demostrado la existencia de al menos cinco subunidades de los receptores de
NMDA, NR1 y NR2A —NR2D, lo cual ha hecho posible investigar los mecanismos
moleculares responsables de la regulacién funclonal de estos receptores. La
subunidad NR1 se codifica por un gen y se conocen ocho variantes de corte y
empalme alternativo funcionales, mientras que las subunidades NR2 se codifican
por cuatro genes diferentes. Las propiedades funcionales del receptor dependen
de la composicion de las subunidades, los canales que tienen NR2A o NR2B son
mas sensibles al bloqueo por magneslo que los canales que contienen NR2C o
NR2D (Liu y Zhang,2000).

Hay cuatro categorias de los antagonistas para los receptores NMDA: los
fosfonoaminoécidos que compiten por los sitios de reconocimiento del L-Glu y
NMDA como son 2-AP5, 2-AP7, CPP, CPP-eno, los que bloquean los sitios de
unlén para el co-agonista glicina (4cido 5,7-dicloro-kinurénico, HA-968), los que
inhiben el aumento alostérico de la activaclon del agonista por las poliaminas
(ffenprodil), y los que inhiben el canal i6nico del receptor al bloquear el canal
ablerto (MK-801, PCP, ketamina). L.as dos (ltimas categorias son antagonistas no
competitivos (Michaelis, 1998; Nankai et al.,1998).
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Los receptores metabotropicos (mGIuR), tienen propledades farmacolégicas
unicas y un alto grado de variabilidad en los eventos de tranaduccién de sefiales
que siguen a su activacion por agonistas. Los mGIuR son producto de ocho genes
(mGlu1-8) que se han claslificado en tres grupos con base en la analogia de su
secuencia de aminoacidos, y en su mecanismo de tansducclén. La mayoria da
genes mGlu generan variante por corte y empalme alternativo que difieren en su
dominio carboxilo terminal, slendo mucho mas grande el dominio de mGlu1a,
mGluba y mGluSb que las otras variantes (Fagni et al.,2004). Los mGIuRs al Igual
que otros receptores metabotrépicos poseen siete dominios transmembranales, y
el sitio de unldén del glutamato se ubica en en el dominio N-terminal extracelular
(Conn y Pinn,1997).

El grupo 1 (mGlu1 y mGlu5), cuya localizacién es princlpalments post sinaptica,
son receptores acoplados a la protelna Gq y estimulan a la fosfolipasa C (PLC)
cuya activaclén lleva a la conversién catalizada de I-3-fosfatidilmioinositol-4,5-
bifosfato (PIP2) a inositol-1,4,5-trifosfato (IP;) y diacilglicerol (DAG). EL DAG
estimula la actividad de la PKC mediante un notable aumento de la afinidad de la
enzima por los iones calcio, mientras que el IP; induce la liberacién de Ca?* a
través de su Interacclon con receptores especlficos del reticulo endoplasmico
(Michaelis, 1998); para este grupo el quiscualato es el agonista mas potente
seguido por el glutamato, Ibotenato y dcido 1-aminociclopentano dicarboxilico
(1s,3r-ACPD). El segundo grupo de receptores (mGlu2 y mGlu3), se acopla a
proteinas Gl/Go Inhibiendo a la adenilil ciclasa (AC); el agonista especifico para el
grupo |l es el 2R,4R-APCD. El tercer grupo (mGlu4, mGlu7, mGlu8), inhibe a las
adenilil ciclasas y disminuye los niveles de AMP¢ a través de interaccion directa
con proteinas G sensibles a la toxina pertussis (PTX; Michaells,1998). Los
agonlstas mas efactivos son 15,3r-ACPD, L-CCG, y quiscualato y, para algunas
neuronas, 2-AP4. Los receptores del grupo !l y el lll se locallzan preferencialmente
en axones terminales. El receptor mGlu6 del grupo 1l se expresa estrictamente en
la retina (Fagnl,2004).

Las cascadas de sefialamlento de los mGluRs parece ser mas compleja que la de
otros raceptores metabotrépicos, ya que pueden activar a fosfodiesterasa de GMP
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ciclico, fosfollpasa D, fosfolipasa A2 y rutas de protelnas activadas por mitdgeno
(MAPK; Fagnl,2004).

A lonotropic glutamate receplor

Non-NMDA

Na*

Q

Meatabotrépicos
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B Maelabotropic glutamals receptor

Recentor
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Figura 4. Receptores de glutamato
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Receptores de glutamato y su posible funcién en el EPR

El acido glutamico o glutamato (L-Giu) constituye del 10 al 15% de la poza de
aminoacidos libres en la retina de los vertebrados y el aspartato (L-Asp) del 2 al
10%, tal concentracion es constante para todas las especies estudiadas. Las
enzimas responsables de su sintesis, la deshidrogenasa mdlica y las
transaminasas del aspértico y del glutdmico, se localizan en el segmento Interno
de los fotorreceptores, lo cual apoya que el L-Glu y/o el L-Asp llevan a cabo la
trangmisidn quimica a ese nivel. Tal transmigién se lleva acabo cuando el
glutamato se libera en la retina neural por despolarizacién induclda con estimulo
luminoso, que a su vez Induce la fagocitosis de los segmentos extemnos de los
fotorreceptores y la liberacién de taurina y gliclna en esas estructuras (L6pez-
Colomé,1986; Massey,1990).

Se ha demostrado la presencia de receptores de glutamato tanto lonotrépicos
como metabotrdpicos en membranas de células de EPR de pollo (Lépez-Colomé
y col.,1993b; Lopez-Colomé y Fragoso,1995) y de humano en cultivo primario
(Lopez-Colomé et al.1994). La presencia y caracteristicas bioquimicas y
farmacoldgicas de receptores de glutamato en membranas de células de EPR en
cultivo, se ha documentado a través de estudios de unién de radioligando, y se ha
sugerido su participacion en la proliferacién y fagocltosis en ol EPR a través de la
activacion de receptores metabotropicos sensibles al QA, y ionotréplcos del tipo
NMDA y AMPA/KA (Lépez-Colomé et al.,1993b).

Greenberger y Besharse (1985), demostraron que el éacido glutAmico (a
concentraciones milimolares), ademas del aspartato y kalnato, alteran el
metabolismo de los fotorreceptores y el EPR, estimulando el desprendimiento de
los discos de los segmentos externos de los fotorreceptores y la subsecuente
fagocitosis de los mismos por el EPR, Independientements de la condiclén luz-
oscuridad. Anterlormente habfan reportado que los aminoacidos excitadores
Incrementan la adhesién entre el EPR y los fotorreceptores (Greenberger y
Besharse, 1985).
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Las neuronas de la retina pueden liberar grandes cantidades de glutamato en
respuesta a varlos tipos de estrés ocular, promoviendo la degeneracién de la
misma (Uchida,1998),

Uchida et al. (1998) reportaron que el glutamato, de manera dependiente de la
concentracion, estimula la proliferacion de las células del EPR a través de
receptores del tipo NMDA. Ademas vileron que el glutamato promueve la expresion
del factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF), por lo que la proliferacion
podria deberse al efecto mitogénico de ese factor.

c nodcid

Se ha encontrado que la taurlna, la glicina y el GABA aumentan notablemente la
unlén de L-glu a los receptores en membranas de EPR de pollo (Lépez-Colome et
al.,1993b).

La taurina (4cido B-amino-etanosulfonico), es estructuralmente similar a la gliclna
y al GABA. Es el aminoacido libre mas abundante en la retina, predominando en
los fotorreceptores de todas las especies (Pow et al., 2002); se concentra en los
segmentos externos de los mismos alcanzando concentraciones Intracelulares de
80 a 80 mM (Pasantes-Morales et al.,1972). Este aminoacido se deriva de la dleta
o se sintetlza a partlr de cistelna por la enzima blosintética clstelna sulfinato
descarboxilasa (CSD; Tappaz, et al., 1992). Aunque el cersbro sintetiza una
limitada cantidad de taurina, la mayoria de la sintesis ocurre en el higado (Tappaz,
et al.,1992). El transporte se lleva a cabo desde el flujo sanguineo coroidal hacia la
retina mediante el EPR, siendo éste, esenclal para mantener la estructura de los
fotorreceptores. La concentracion de taurina varfa en condiciones fisloldgicas
especificas, por ejemplo, con la estimulacion fética se libera taurina de los
segmentos externos de los fotorreceptores. Se ha demostrado el efecto protector
de este aminodcldo en la degeneraclén Iinducida por la luz en segmentos externos
de bastones alslados de rana (Pasantes-Morales, et al.,1981). También se ha

reportado la presencia de sitios de unién de taurina en membranas de células
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cultivadas de EPR de embriones de pollo (Lépez-Colomé, et al., 1891). Se ha
propuesto a la taurina como neuromodulador y transmisor (Tappaz et al.,1992),

ademas de otros papeles como neuroproteccién de la muerte celular excitotdxica
(Pow, et al.,2002), regulacion de la fosforilacldn de proteinas (Pow, et al.,2002),
osmorregulacion (Pow, et al.,2002; Kimelberg et al.,1990,2004), y estimulacién de
la proliferacidén de células de EPR en cultivo, tanto de humano como de conejo
(Gabrielian et al.,1992). Ademas, se ha propuesto que la taurina Juega un papel
importante durante el desarrollo del cerebro, modulando los procesos de
diferenclaclén neuronal, migracién, y sinaptogénesis y desamollo (Pow, et
al.,2002). En tejidos de vertebrados, la taurina puede actuar como un agonlsta en
recaptores de glicina sensibles a estricnina y algunos receptores de GABA (Pow,
ot al.,2002).

La glicina cumple con dos funciones importantes en el SNC. Actia como
neurotransmisor inhibidor en la médula espinal, tallo cerebral, y la retina (Gadea y
Lépez-Colomé, 2001). Su accién inhibidora se lleva a cabo mediante un receptor
de glicina que funciona como un canal de cloro activado por el ligando glicina y su
antagonista competitivo es la estricnina (Gadea y Lopez-Colomé, 2001). La glicina
tamblén participa en la neurotransmisién excitadora, actuando como un coagonista
obligado del glutamato en receptores del tipo NMDA mediante un sitio de unién
insenslble a estricnina en ese receptor (Gadea y Lopez-Colomé, 2001). La glicina
tisne una distribuclén desigual en el SNC, con concentraciones mas altas en el
citoplasma y terminales de neuronas en médula y tallo cerebral (Zafra, et al.,1997).
Se han Identificado transportadores de glicina del tipo GLYT1 en el cerebelo y en
la retina, principalmente en las células amacrinas. La localizacién neuronal de
GLYT1 en la retina es atipica, ya que en el resto del cerebro se ha encontrado
solamente en la glia (Zafra et al.,1995).

Estudios realizados en membranas de EPR de pollo han demostrado que la unlén
del glutamato a sus receptores puede modularse por aminoacidos Inhibidores
como la glicina y la taurina; y que la glicina promueve la unidn de L-Glu a los sitios
de baja afinidad, lo cual podria estar relaclonado la movilizacién de calclo para la
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activacion enzimatica y la regulacion del canal i6nico (Lopez-Colomé vy
Fragoso,1995), ya que la entrada de calcio es necesaria para la division celular y
la fagocitosis de los segmentos externos de los fotorreceptores. Lo anterlor se
apoya por la evidencia de que los receptoras de glutamato lonotropicos Inducen la
hidrolisis de fosfoinositidos a través de la entrada de calclo en algunas células
(Lopez-Colomé et al.,1993a). La estimulacién de la fagocitosis se acompafa de la
liberacién de taurina y de glicina de los segmentos externos de los fotorreceptores
(Lopez-Colomé et al.,1976). Se ha también demostrado que ambos compuestos
estimulan la fagocitosis (Greenberger y Besharse,1985) y que la taurina ,ademas,
promueve la proliferacion de las células de EPR en cultivo (Gabrlellan et al.,1992).

Ylag de sefialamiento intracelular activadas por el glutamato en el EPR

Dado que el L-glu se libera de la retina por estimulacién luminosa y exlsten
receptores especificos para el mismo en el EPR, la activacién de la via de los
fosfoinositidos podria estar involucrada en la regulaclon de la Interaccion retina-
EPR, que es esencial para el proceso visual (Fragoso y Lopez-Colomé,1999).

La presencia de receptores especificos en la membrana de las células de EPR,
asi como de sistemas de transduccién activados por los mismos, seria de gran
irnportancia para el mantenimiento de una relacién normal del EPR con la retina.
La via Intracelular del fosfato de inositol/diacilglicero! se activa a través de la
estimulacion, mediada por receptor, de la PLC (Berridge,1987), generando
trifosfato de inositol (IP3) y dlacll glicerol (DAG). La funcién principal del IP; es
movilizar calcio de las pozas intracelulares, mientras que el DAG estimula a ia
proteina cinasa C (PKC). Esta via constituye un mecanismo de sefialamiento que
controla repuestas celulares a corto plazo, como contracclon, secracidon y
metabolismo. La ruta DG/PKC funclona principalments como un sistema de
retroalimentacién interno diseflado para modular el sefialamiento por calcio y la

actividad de otros receptores (Berridgs, 1987).
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Se ha estudiado el efecto de la actlvacién de receptores de glutamato sobre la
formacion de fosfatos de inositol (Ips) en células de EPR de pollo en cultivo
primario (Fragoso y Lopez-Colomé, 1999), encontrando que hay un aumento
significativo en la concentracién de IP3 a través de la interaccién del L-glu con
receptores ionotrépicos, principalmente de tipo NMDA, aunque también del tipo
QA y KA, asl como la activacién de receptores metabotrépicos (mGIUR1 yfo
mGIuR5) sensibles al QA. El orden de eficiencia del L-glu y sus agonistas en la
acumulacion de Ips a través de receptores ionotropicos es: NMDA>L-
glu>QA>KA>ACPD, y en los metabotropicos ACPD> L-Glu>NMDA>QA>KA
(Fragoso y Lopez-Colomé,1999),

Se sabe que los Ips modulan diversos procesos celulares como el crecimlento, y
posiblemente se relaclonan con la fagocitosis (Heth y col., 1995). Fragoso y
Lopez-Colomé (1999) realizaron un estudlo enfocado a la identificacién de los
sistemas de transduccién acoplados a los receptores de aminoacidos excitadores
en las células del EPR en cultivo primario y demostraron que el L-glu estimula la
cascada de IPs, asf como la inhibicién de la produccién de cAMP mediante la
activacion de la PKC en cultivo de EPR, ya que esta enzima es estimulada por
DAG, generado a partir de PIP; estequiométricamente con IPs.

importancia de la barrera hematorretiniana

La formacion de la barrera hematorretiniana por el EPR depende de la funcién de
las uniones estrechas para crear una barrera de difusion restringida para solutos.
Las uniones estrechas son el principal componente del complejo de union,
representan el substrato anatomico de la barrera hematorretiniana (Jin et al.,
2002); las protefnas de las uniones estrechas son ZO-1, ZO-2 y ocludina en la
membrana apical de las células de EPR. La ocludina tiene un dominio que se une
a ZO-1 y Z0-2, que se unen al citoesqueleto. El dominio extracelular de la
ocludina se une a otra molécula de ocludina en la célula adyacente para formar las
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uniones estrechas responsables de la permeabillidad de la barrera (Jin et al.,2002).
Las uniones estrechas, o zénula ocludens, son semiselectivas en su capacldad
para retardar la difusién de solutos a través de los espacios paracelulares. La
permeabilidad y selectividad de las uniones cambia durante el desarrollo
volviandose progresivamente menos permeable y selectivo (Ban y Rizzolo, 2000).

Las uniones adherentes, o zénula adherens, son sltios ricos en fllamentos de
actina en todos los epitelios. Se unen a un cinturén contlnuo de esos fllamentos,
ahi se pegan a las células vecinas a través de moléculas de adhesion celular
dependientes de calcio llamadas cadherinas, principalmente E-cadherina. Las
cadherinas forman complejos con protelnas citoplasmaticas llamadas cateninas y
con la actina del citoesqueleto. Lag uniones adherentes facllitan la adhesién
intracelular, proceso que también juega un papel clave en mantener la integridad
del tejldo y la morfologia normal de las células del EPR (Bailey et al.,2004). Se ha
demostrado que el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF) provoca el
desensamble de las uniones estrechas y las uniones adherentes (Jin et al., 2002);
as0 explica el hecho de que el suero Inhiba la formacién de uniones estrechas en
cultivos de EPR, actividad que juega un papel importante en respuesta a la lesion
de la barrera formada por la monocapa de células de EPR, contribuyendo a la
progresion patoldgica debida a la disfuncidn de la barrera hematorretiniana (Chang
et al.,1997) . La integridad de la barrera hematorretiniana es de vital importancia
ya que la interrupcién de la misma puede conducir a retinopatias como la

vitreoretinopatia proliferativa (Bird, 1987).

Padecimientos por patologlas del EPR

El EPR estad situado estratégicamente entre las células fotorreceptoras y la
coroides para mediar un ndmero de actlvidades que son escenclales para la
funcién nommal y la viabilidad de los fotorreceptores. El papel critico del EPR se ha
apoyado por estudios llevados a cabo en la rata Royal College Surgeons (RCS),
ya que en este modelo animal el desarrollo de la retina postnatal es normal
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inicialmente pero comienza a degenerar cuando las células fotorreceptoras se han
diferenclado. El sitio de la lesién genética se ha localizado en el EPR (Mullen y La
Vail,1976), al no ser capaz de llevar a cabo la fagocitosis de los discos de los
segmentos externos de los fotorreceptores, los cuales se acumulan y llevan a la
muerte de las células visuales (Aguirre, 1998), resultando en degeneracion retinal
y finalmente en ceguera. Clark y Hall (1986), propusieron que una posible causa
por la que el EPR pierde su habilidad de fagocitar es que hay una glicosilacion
reduclda de algunas proteinas de membrana en las células del EPR mutante.

Normalmente las células del EPR forman una monocapa y tlenen la habilidad de
dividirse y volverse a unir cuando las células se subcultivan, o bien cuando
participan en Ia reparaclén de heridas. Proliferan facilmente /n vivo en respuesta a
una variedad de estimulos como fotocoagulacion y crioterapla retinal para
reestablecer una monocapa continua. Sin embargo, después de dafio severo que
puede estar asoclado con trauma ocular o desprendimlento de la retina las células
del EPR pueden migrar al vitreo, en cuyo nuevo ambiente muestran una
desdiferenciacion (Alge et al, 2003). La interrupcion o perturbacion de la
comunicacion entre el EPR vy la retina neural puede conducir a retinopatias tales
como retinosis plgmentarla o la vitreoretinopatia proliferativa (Bird, 1987). En
algunas especies, incluyendo humanos, las células de EPR en cultivo sufren una
desdiferenclacién después de algunos pasajes (Lopez-Colomé et al, 1994)
caracterizada por la pérdida del pigmento y la adquisicién de una morfologla
fibrobléastica, acompafiada por la modificacion de las propledades bioquimicas y
farmacoldogicas de los receptores de glutamato. También en cultivo se ha
demostrado, que al interrumpir la continuldad de la monocapa, las células migran y
proliferan para llenar el hueco mimetizando la reparacidn de heridas in situ,
macanismo durante el cual Incrementa la expresién de receptores de PDGF y
PDGF-b, sugiriendo que el factor de crecimiento derivado plaquetario (PDGF) es
una estimulacion autderina de crecimiento en el EPR que juaga un papel en la
reparacion de heridas retinales y la formacion de membranas epirretinales
(Campochiaro, et al., 1994).
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Una patologia comin es la retinosis plgmentaria (RP), que se define como la
manifestacion de militiples desdrdenes determinados  genéticamente,
caracterizados por la pérdida de adaptacion a la obscuridad y reduccién
progresiva del campo visual periférico afectando después a la visién central, en
cuyo desorden se afectan tanto conos como bastones (Bird, 1987). Se ha visto
que hay incremento en el depbsito del pigmento y pérdida funcional de la retina
(Sandberg et al., 1985), asi como reduccién en la amplitud de las ondas
registradas en electrorretinogramas (ERG) de paclentes con retinosis pigmentaria
(Sandberg et al., 1985; Bird, 1887). El ERG proporciona informacion directa del
funclonamlento de Ila retina. Los componentes principales de un
electrorretinograma son las ondas a, b y ¢. La porcién Iniclal de la onda a
roprasenta la hiperpolarizacién de los segmentos externos de los fotorreceptores
(Tzekov et al.,2003) , mientras que el resto de la onda a es una respuesta de la
glla a la disminucidn en la concentracién de potasio en la regién de los
fotorreceptores. La onda positiva b refleja la despolarizacion de las células de
Maller y representa indirectamente la actlvidad de las células bipolares on. La
onda positiva ¢ refleja la hiperpolarizacion del EPR y la hiperpolarizacidn pasiva de
los procesos distales de las células de Mdaller. Las ondas d se relacionan
principalmente con la actividad de la retina distal y con las células de Mdller. La
oscilacién rdpida representa un retraso en la hiperpolarizacién del EPR. La
oscllacién lenta representa una despolarizacion de la membrana basal del EPR
(Wachtmeister, 1998). En pacientes con RP las ondas a y b se reducen ya que el
sitio principal del daflo son los fotorreceptores o el EPR, pero también se ha
detectado ausencia de las oscilaciones rapidas (Small y Marmor,1998). Lo anterlor
se debe a la funcién anormal tanto de fotorreceptores como del EPR, pues la
renovaclén de los discos de los segmentos externos de los fotorreceptores es un
procaso continuo en el que participa activamente el epitelio pigmentado de la
retina (Young y Bok, 1969; Greenberger y Basharse,1985).
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Vitreorretinopatia proliferativa

La vitreorretinopatia proliferativa (VRP) es una de las principales retinopatias en
las que el EPR esta involucrado. Se cree que la patogénesls de la misma consta
de varios pasos cruciales (Ando et al, 2000). El paso Iniclal puede ser
desdiferenclacion de las células del EPR: especificamente alteracién morfolégica
de una forma poligonal y mitéticamente inactiva a una forma aplanada migratoria
con pérdida de caracteristicas epiteliales que se divide activaments. En el
segundo paso, las células del EPR migran del espacio subrretinal hacia la cavidad
vitrea, y proliferan extensamente (Ando et al., 2000). Las células del EPR en
proliferacion se pueden transdiferenciar a miofibroblastos o a células
mesenquimales y formar membranas epirretinales (Walshe et al.,1992).
Finalmente, la membrana ejerce fuerza contracti sobre la retina y lleva al
desprendimlento de la misma (Ando et al., 2000). Se cree que esta enfermedad se
origina por la entrada de macréfagos y leucocitos sanguineos y compuestos del
suero a la retina por la interrupcién de la barrera hematorretinlana (Campochiaro
ot al.,1986). Altos niveles de interleucina 1 (IL-1) e IL-6 (Limb et al.,1991), del
factor de crecimiento transformante p (TGF-B; Connor et al.,1989), y del factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF; Robbins et al.,1994) se han encontrado
en el humor vitreo o en membranas epirretinales de pacientes con VRP.
Particularmente, se ha demostrado que el PDGF es un potente estimulador de la
proliferacion e inductor de la migracién (Campochiaro et al., 1993 y 1994), asl
como uno de los factores cruciales para la desdiferenciaclén de las células de
EPR (Ando et al., 2000). Ando et al. (2000) demostraron que la alteracién
morfolégica de las células del EPR se acompafia de una disminucién en la
expresion de citoqueratina y una nueva expresion de alfa actina de misculo liso
(«-SMA).

Se ha demostrado que las células de EPR pierden sus caracteristicas eplteliales y
adquleren caracteristicas mesenquimales por la expresién de o actina de musculo
liso (x-SMA), que es escencial para la actividad contractil, durante los pasajes

continuos de un cultivo (Grisanti y Guidry, 1995).
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Desdifaranciacion del EPR

Los cultivos celulares de EPR representan un buen modelo para el estudio de la
desdiferenciaclén del EPR (Campochiaro et al.,1998) en algunas condiclones
patolégicas. Cuando el microambiente de algunos tipos celulares se altera, ya sea
por procesos patoldgicos in vivo o cultivando las células in vitro, sufren camblos en
su morfologia y comportamiento. Esto se cumple particularmente para células
epiteliales y endoteliales que normalmente estan asociadas con una membrana
basal. Campochlaro et al. (1993), observaron que durante el cultivo de las calulas
de EPR hay pérdida de pigmentacion, ademas de su cambio morfologico. Abe et
al. (1998), han estudiado la desdiferenclacién del mismo tipo celular examinando
la expresion de genes para la melanogénesis como la proteina-1 y 2 relaclonada
con tiroslnasa (TRP-1 y TRP-2), pues se sabe que las tirosinasas catallzan la
produccion de melanina en células plgmentadas.

Se han hecho estudios inmunoldgicos de VRP en los que la Interleucina-6 (IL-6) se
ha detectado an fluidos oculares y en membranas proliferativas de pacientes con
VRP y se sospecha que juega un papel en el desarrollo de VRP (Limb et al.,1991),
probablemente en la desdiferenclacion (Abe et al., 1996).

Los hallazgos de hiperpigmentacién o despigmentacion asi como también de
membranas proliferativas en la cavidad vitrea se pueden explicar por la
presencia/ausencia de tlirosinasa y protelna 1 relacionada con tirosinasa (TRP y
TRP-1) que son marcadores bien caracterizados para la diferenclacién de
melanocitos. Con el avance en la biologia molecualr y la enzimologia, ha habido
progreso significativo en la comprension de la complejidad de los genes
involucrados en la regulacién del sistema de plgmentacion, entre ellos las
tiroginasas (Abe et. al.,1996).

Casaroll-Marano et. al, (1999) explican la desdiferenclaciéon del EPR como una

transicion epitelial-mesenquimal. Sus estudios con proteinas de filamentos
intermedios de células cultivadas de EPR Indican una desdiferenciacién en el
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fenotipo hacla una morfologla migratoria mesenquimal, lo cual puede también
caracterizar los cambios metabdlicos y funcionales en el crecimiento celular
durante la VRP. En la VRP, después del desprendimiento retinal, el EPR pierde el
contacto anatomico, a la vez que camblan su expresién las proteinas de
filamentos intermedios, incrementando fa vimentina y la proteina acldica fibrilar
glial (GFAP), inducidas primero por el fluido subrretinal y luego por el vitreo. Al
mismo tiempo, las queratinas CK7, CK8 y CK18 tienden a disminulr, mlentras que
la CK19 aumenta o permanece constante; esta Ultima se ha asociado con
migracion en cultivos de EPR (Casaroll-Marano et al, 1999). Alge et. al, (2003)
reportaron un incremento en la expresién de las proteinas del cltoesqueleto en las
células de EPR desdiferenciado, que incluyen o-actina, gelsolina, una proteina de
unién a o actina que media la remodelacién répida de filamentos de actina,
tropomlosinas, que son los principales componentes de las fibras de estrés en
celulas mesenquimales, y coactosina, que se une a F-actina, asi como la pérdida
de la expresion de E-cadherina, una molécula de adhesion celular y marcador de
célulag epiteliales (Saika et. al., 2004). Ademés, encontraron una disminuclén en
la expresion de vinculina, proteina Involucrada en la adhesién celular. Todo lo
anterlor podria reflejar una reorganizacién del citoesqueleto de las células que es
necesario para que se adapten a un nuevo ambiente (Alge et al ,2003) como lo es
el vitreo durante |la VRP.

En las membranas epirretinales formadas durante la VRP predominan las células
de EPR desdiferenciadas, pero también se encuentran fibroblastos, células gliales,
y células inflamatorias como macréfagos y linfocitos (Casaroll-Marano,1999; Jin,
2000). La células de EPR migran a través de una matrlz extracelular provisional
que se sintatiza localmente por varios tipos celularas incluyendo a las células del
EPR y estd compuesta principalmente de fibronectina y colagena del tipo I
Contrario a esto, la monocapa de c¢élulas intactas se situa sobre una membrana
basal compuesta principalmente de colagena tipo IV y laminina en la superficie
intema de la membrana de Bruch (Marshall, 1998). LLas células Interactian con la

matriz Intracelular mediante integrinas, por lo que la alteracion en la expresion de
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astas conduce a desotrdenes proliferativos. A este respecto se ha identificado
aumento de la expresion de las Integrinas o1, a 2,a 4,a5,a 6,1 y f2 en
membranas de pacientes con VRP. Se sabe que las citocinas (por ejemplo el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-o) Influyen de manera importante en la
expresion de integrinas (Jin et. al., 2000), por lo cual se ha estudiado Ia funcién del
TNF-a para demostrar que éste incrementa la expresién de integrinas asociadas
con la adhesion y la migracion en una matriz extracelular provisional constitulda de
flbronectina y colagena tipo I; se ha visto que este efecto se lleva a cabo, al menos
en parte, por la activacién de la ruta de seflalamiento de las MAP cinasas (Jin e,
al., 2000).

Eactores de crecimiento

La estructura y funcién de las células del EPR se modula por varias sefiales
provenientes de la matriz extracelular, de células vecinas, y de otras células. Los
factores de crecimiento son uno de los principales tipos de sefiales. Se sabe que
en el EPR y en la retina neural se produce'n algunos factores de crecimlento, y que
algunos de ellos estan involucrados en patologlas del EPR. También se sabe que
las células de EPR desdiferenciade de pacientes con VRP expresan més
receptores para algunos factores de crecimiento que las células de EPR normales
(Robbins et al.,1994), lo cual podria llevar a desdrdenes en la proliferaclén de las
células de EPR en condiciones patolégicas que lleva a la pérdida de la vislon
(Campochilaro et al.,1994).

Factor de crecimiento derivado de plagetas (PDGF)
El PDGF se ha identificado en muchos tipos celulares como plaquetas,
macrofagos, células endoteliales vasculares y células de EPR (Kaven, 2000). Las
Isoformas de PDGF-A y PDGF-B ejercen su efecto uniéndose a dos receptores
tiroslna clnasa designados como receptor PDGF-a y receptor PDGF-. El PDGF-A
se une al receptor o 0 B, mientras que PDGF-B se une solamente al p. La unlén

del ligando induce la dimerizacion del receptor, lo cual activa la autofosforilacion
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del mismo necesarla para la transduccion de sefales (Campochiaro, 1998).
Recientemente se ha identificado el PDGF-C y PDGF-D, que difieren de los Ay B
en que solamente forman homodimeros y no heterodimeros como los dos
primeros. El PDGF-C se une con alta afinidad al receptor alfa en fibroblastos,
donde su efecto es similar al de PDGF-A y B (LaRochelle et al.,2001) aunque su
funclén no ha sido estudiada en el EPR. El PDGF-D es un ligando de alta afinidad
para el receptor beta, sin embargo, en c¢élulas que expresan los dos tipos de
receptores, alfa y beta, activa a ambos (LaRochelle et al.,2001), Tanto PDGF- C
como PDGF-D tienen un nivel alto de expresién en érganos como corazén,
pancreas, rifion y ovarlo y pueden co-expresarse con PDGF-A y PDGF-B, ademas
de expresarse también en células mesenquimales. Las rutas de sefialamiento que
se activan aln no se conocen (Li y Erikson, 2003).

El sefialamiento mediado por PDGF participa durants el desarrollo embrionarlo en
proliferacién y migracion; en el desarrollo temprano conduce la proliferacién del
meseénquima desdiferenciado y durante los estados de maduracién participa en
remodelamiento y diferenciacién celular (Betsholtz et. al., 2001). También
contribuye en el desarrollo de oligodendrocitos en sistema nervioso, desarrollo
vascular y hematopoyético y de la cresta neural, asl como organogénesis y
somitogénesis (Hoch y Soriano, 2003). El Incremento de este factor se ha
implicado en varias condliciones patolégicas en adultos, incluyendo
arterloesclerosis, fibrosis, tumorigénesis y VRP (Li y Eriksson, 2003).

Los cultivos celulares de EPR expresan PDGF-A y B y sus respectivos receptores
(Campochlaro, 1998;Robbins et. al.,1995). E| PDGF se ha encontrado elevado en
pacientes con VRP y se suglere que actia como un potente estimulante de la
proliferaclon (Campochiaro et al, 1994) y la migracién (Campochiaro y Glaser,
1985). Es un estimulante autécrino del crecimiento y juega un papel importante en
la formacion de la membrana epirretinal durante la VRP (Campochiaro et al, 1994).
Se ha descrito al PDGF en varios tipos celulares,en los que activa a la AC y
aumenta la sintesis de AMPc que, a su vez, induce la relniciacion de la sintesis de
DNA (Kaven et al.,2000). Asimismo se ha demostrado que la autofosforilacién del
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receptor tirosina cinasa especifico para PDGF, activa la cascada de seffalamiento
de las cinasas de proteina activadas por mitdgenos (MAPK; Kaven et al.,2000).

Factor de crecimiento transformante beta (TGF-p3)
El TGF-p pertenace a un grupo de citocinas llamado superfamilla del TGF-B, que
comprende unas clen protelnas distintas, cuya expresién es ubicua en todas las
células y es predominantemente una proteina extracelular (Chin et al., 2004). Es
una citocina que afecta principalmente a células eplteliales y juega un papel
importante en la regulacién de la proliferacion, la diferenciacién y la migracién
durante el desarrollo (Derynck y Zhang, 2003).
El TGF-B Inhibe el crecimiento de células endoteliales y epiteliales, incluyendo
células de EPR, en las cuales bloquea el efacto mitogénico de otros factores de
cracimiento. Es un estimulante de la producclén de la matriz extracelular
(Campochiaro, 1998).
Las células de EPR expresan las tres isoformas que se encuentran en mamiferos
(TGF-1, TGF-p2, TGF-p3), aunque predomina TGF-p2, al igual que en la
coroldes, la retina y el vitreo (Campochiaro, 1998). Ademas, en el EPR el TGF-p2
se localiza en |a cara lateral de las células y el TGF-B3 en la cara apical (Anderson
et al., 1995).
El TGF-B se secreta de las células como un complejo de proteinas de alto peso
molecular, compuesto por tres proteinas: el dimero maduro del TGF-B, fa proteina
asociada a la latencia (LAP) y la proteina de unién latente (LTBP). El TGF-p se
activa por disociacién de la LAP del TGF-$ maduro (Chin et al.,2004).
Varios estudios han demostrado que el TGF-p es una citocina clave en la
reparacién de tejidos, y que la continua formacion de este factor puede derivar en
fibrosis del tejido. Lo anterior permite proponer la Intervencion del TGF-p en la
patogénesis de la VRP. Se sabe que fas células del EPR sintetizan TGF-p (Lee et
al.,2001). Al inicio del desarrollo de la VRP, el TGF-§ puede promover

transformacién epitello-mesenquimal y luego aumentar la proliferacion de las
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células de EPR transformadas, lo cual sugiere la presencia de un sistema
autdcrino en el EPR en el desarrolio de la VRP (Lee et. al., 2001).

Hay dos receptores para la superfamilia del TGF-B, el tipo | y el tipo Il. Los
receptores de tipo |l pertenecen a una familia de cinasas de serina/treonina
(Campochiaro, 1998), que en ausencia de ligando, existen como homodimeros en
la superficie celular. El TGF-B2 y el TGF-B3 se unen a los receptores del tipo i
(Derynck y Zhang, 2003).

El TGF- transduce sefiales a través de dos rutas diferentes, las proteinas Smad y
las cinasas de protefna activadas por mitdgeno (MAPK), a través de cinasas
reguladas por sefiales extracelulares (ERK; Derynck y Zhang, 2003) y MAPK p38
(Kimoto et al.,2004). Las Smads son una familla de proteinas que se conocen
como efectores intracelulares de sefialamiento del TGF-B, se activan por receptor
(R-Smads) y se translocan al nlcleo para regular la transcripcién (Derynck y
Zhang, 2003). En vertebrados se conocen ocho Smads: Smad1 a Smad8. Smad2
y Smad3 se activan por fosforllacién en el carboxilo terminal cuando se une el
ligando. Forman un complejo heteromérico de dos R-Smads y una Smad comun o
Smad4. Este complejo puede unirse directaments a los promotores de sus genes
blanco, o asociarse con otros factores de transcripcién para inducir la transcripeion
(Derynck y Zhang, 2003). Estudios realizados en EPR han demostrado que
Smad3 es escencial para la transicién epitelio-mesenquimal inducida por
desprendimiento de la retina durante la VRP (Saika et al., 2004).

El TGF-B activa asimismo la cascada de sefialamiento de las MAPKs (Yue y
Mulder, 2000), en forma independiente de las Smads. Las cinasas de proteina
activadas por mitdgeno (MAPKs) son enzimas ubicuas Involucradas en la
transduccion de sefiales (Hecquet et, al, 2002). Su actividad es esencial en
numerosas funciones celulares, Incluyendo proliferacién y muerte celular
programada. Las cinasas reguladas por sefiales extracelulares 1 y 2 (ERK1 y
ERK2), son las MAP cinasas mejor caracterizadas (Hecquet et. al, 2002). Uno de
los activadores mas importantes de ERK1/2 es la GTPasa Ras. Una vez que Ras
se activa facilita la activacién de |a cinasa de serina/treonlna Raf-1. Raf-1 activada
fosforila y actlva a la cinasa MAPK/ERK (MEK)1/2. El papel de MEK es fosforilar y
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activar a ERK1 y ERK2 (tarmbién conocidas como p44 y p42, respectivamente).
ERK1/2 regula la actlvidad por fosforllacién de cinasas cltosdlicas, incluyendo a la
fosfolipasa citosolica A2 (PL.A2c) y a la cinasa de protelna P90RS. ERK1/2 se
localiza en el citoplasma y al activarse se transloca al nicleo para activar factores
de transcripcion involucrados en la regulacién de proteinas del ciclo celular
(Hecquet et. al, 2002; Thomas y Huganir, 2004).

Factor de crecimiento fibroblastico

Forma parte de la familia del factor de crecimiento fibroblastico. Inicialmente se le
encontré en fibroblastos y ahora se sabe que actia en varios tlpos celulares. Se
ha localizado en membranas de VRP y se sabe que se secreta, entre otros tipos
celulares, por el EPR (Campochlaro, 1998).

Se ha visto que en cultivos celulares de EPR de pollo en presencia de FGFb las
células se transdiferencian y expresan el antigeno RA4 (Yan y Wang,2000), un
marcador para células gangllonares (Campochiaro, 1998).

Se sabe que los FGFs estimulan la quimiotaxls, la proliferacién, angiogénesis, y la
produccion de enzimas proteoliticas por células endoteliales vasculares, y que
induce la diferenciacién neuronal (Campochiaro, 1998).

Los FGFs actian mediante una familia de receptores clnasa de tirosina. Los
cultivos celulares de EPR producen al menos tres mlembros de la familia de FGF,
FGFb, FGF acido y FGF-5. La exprasion de FGFb se modula por la densidad
celular, la adheslén celular, los componentes de la matriz extracelular, el estrés y
por citocinas y es un estimulante de la proliferacion celular (Campochlaro, 1998).
Tanto el FGFa como el FGFb promueven la sobrevivencla de los fotorreceptores
on ratas Royal College Surgeons y en ratas expuestas a iluminacién constante,
Tanto los fotorreceptores como el EPR producen FGFs y ambos tlenen receptores
a éste. Los FGFs se han Identificado como agentes neuroprotectores, pero

también como mitogénicos (Campochiaro, 1998).
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Uchida et al. (1998), demostraron que el glutamato promueve la exprasién del
factor de crecimiento fibriblastico basico (bFGF), por lo que la proliferacion en
células de EPR podria deberse al efecto mitogénico de ese factor.

Factor de crecimiento de hepatocitos (HGF)

A este factor también se le conoce como factor dispersante (HGF). El HGF induce
multiples respuestas en sus células blanco. Tipicamente, el HGF y su receptor
tienen patrones distintos de localizaclén; se sintetiza en células mesenquimales y
actGa en células epltellales de manera paracrina a través de su receptor c-Met.
Esta citocina promueve el cambio morfol6gico en las células sobre las que actia,
la dispersién de las mismas y la migracién (Grierson et al, 2000). Se ha visto que
el HGF causa la disociaclén de laminas epiteliales y las c¢élulas adoptan un
fenotipo fibroblastico, alteraclén de considerable importancia durante la transicion
epitelial-mesenquimal en el EPR durante la VRP (Grierson et al,2000).

He et al. (1998), demostraron la expresién tanto de HGF como de ¢-Met en el
epltelio pigmentado de la retina en el cual induce la proliferacién y quimiotaxis.
Suglrieron que el HGF podria ser un factor de crecimiento autécrino para el EPR y
que podria estar Involucrado en el desarrollo de la retina y en anglogénesis.
Posteriormente se demostré que el EPR via autécrina prolifera y se vuelve
invasivo en un substrato de colagena a través de la cinasa de ahesion focal (FAK;
Van Aken et al., 2003), protelna cinasa de tirosina intracelular que regula el ciclo
de formacidn del contacto focal y el desensamble requerido para el movimiento
celular eficiente (Schlaepfer et al., 2004),

El nivel alto de HGF que se ha detectado en el vitreo de pacientes con VRP
sugiere que este factor juega un papel critico en la enfermedad. Lo anterior se
apoya por los estudios que demuestran que el HGF induce el desensamble de las
uniones adherentes y fuertes en la monocapa de células de EPR (Jin et al, 2002),

lo cual facilita la migracién de las mismas hacla el vitreo.
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Se sabe que los factores de crecimiento activan la ruta de las MAP clnasas
durante la migracion de las células del EPR (Hinton et al., 1998). Hecquet et. al,
(2002) reportaron el papel de la ruta de sefialamiento Ras/Raf/MEK/ERK en el
crecimiento celular de EPR humano, y demostraron que esta involucrada en la
proliferacion celular induclda por suero. Se ha sugerido que la activacion de varlas
rutas de sefialamientoinducidas por los diferentes componentes del suero se
requieren para el desarrollo y progresion de varias enfermedades proliferativas del
EPR (Kaven et. al, 2000).

Objetivo

La presencia de receptores especificos para el glutamato se ha demostrado en
cultivo primario de células de epltello pigmentado de la retina (EPR), tanto de pollo
(Lépez-Colomé et al.,1993;1995) como de humano (Lépez-Colomé et al.,1994) y
se ha visto que las caracteristicas bloquimicas y farmacolégicas son similares.

En el presente estudlo se pretende validar un modelo in vitro de transformacion
fibroblastica y proliferacion de las células de EPR para reproducir en cultivo los
cambios conocldos en la VRP. Asi como la identificacion de las diferencias
bloguimicas y farmacoldgicas de los receptores de glutamato en células normales
y desdiferenciadas, y su posible modiflcaclon debida a la transformacién
fibroblastica. Tal modelo serd importante para la blsqueda posterior de los
mecanismos moleculares mediante los cuales se lleva a cabo la desdiferenciacion
de las células del EPR.
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Materlales y métodos

Cultivo primario de EPR de pollo

A los embriones de pollo de siete dlas de desarrollo se les extrajo la copa 6ptica,
en condiciones de esterilidad, se realizé un corte ecuatorial y se extrajo el EPR de
la parte posterior. El tejido se lavé con medio Ringer Krebs (RKB; contiene NaCl
118 mM, KH2PO4 1.2 mM, kCI 4.7 mM, CaClz 2.5 mM, MgS0, 1.17 mM, glucosa
5.8 mMy NaHCO3; 34.5 mM); se centrifugd 5 minutos a 1000 rpm a temperatura
ambiente, el pellet obtenido se resuspendi® en RKB a 37° C y se volvid a
centrifugar. Este lavado se repitié 4 veces. Luego se agregé tripsina al 0.13 % en
PBS durante 10 minutos a 37° C agltando de dos a tres veces durante la
incubacion para disociar el tejido. Se volvio a centrifugar y la tripsina se elimind por
decantacion. Posteriormente se agregé medio Opti-Mem con 4% de FBS |, 1% de
antibiético penicilina-neomicina-estreptomicina (PNS) y 0.1% de nistatinaa 37°Cy
se resuspendlo el pellet para homogeneizar la suspencion celular, la cual se pas6
a través de una malla de nylon de 50 pm de poro. Se tomaron 200 pl para
cuantificar las células. Se sembr6 en placas Nunc de 6 pozos con 2.5 ml de Opti-
Mem a una densidad de 500 000 células/pozo. Se mantuvieron a 37° C con
atmosfera de 5% de CO2 durante 5 6 6 dfas que llegaron a confluencia.

Pasajes de EPR de pollo

Las placas en un 90 a 95 % en confluencia de cultivo primario se lavaron con
medio Puck (NaCl, KCI, CaCl; MgS0,, Na;HPQ,, KH.POQs, glucosa, rojo fenol y
NaHCO3) a 37°, luego se Incubaron durante 4 minutos en medio Puck con tripsina
0.125% para disociar; se retiré la tripsina y se agregd L-MEM suplementado con
1% de BSA (contlene glucosa, NaHCO;, D-MEM, BSA, PNS, gentamicina y
nistatina) y se resuspendieron las células y se centrifugaron 10 minutos a 1000
rpm. Se resuspendi6 el pellet en medlo Opti-Mem y se contd el nimero celular. Se
sembré en las mismas placas que el cultivo primario a una densidad de 1000 000
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de células por pozo. Se mantuvieron a 37° C con atmoésfera de 5% de CO; durante
6 dias que llegaron a confluencia los primeros pasajes y durante 2 a 3 dias los
ultimos pasajes.

Tanto a cultivos primarios como a los diferentes pasajes se les tomaron

micrografias con un microscopio de luz utilizando contraste de fases.
Obtencién de membranas

Las células de EPR tanto de cultivo primario como de pasajes se cosecharon a los
dias de cultivo que se indican en cada caso. Se les quitd el medio de cultivo y se
lavaron con Tris HCI 0.05 M pH 7.4, se desprendieron las células de la placa y
rompleron en un homogenizador vidrio-vidio a 40 volts y la suspenclon
homogénea se pasd a tubos para ultracentrifuga y se centrifugé a 28 000 rpm
durante 20 minutos a 4° C. Se repitié 3 veces mas este procedimiento y antes de
la ultima vez se tomaron alicuotas para determinar la cantidad de proteina por el

método de Bradford (1976), utilizando albimina sérica bovina como estandar.

Ensayos de unién de radioligando

Los receptores de glutamato se midieron por la unién especlfica de glutamato
tritado como ligando (*H-Glu), a las membranas de células de EPR primario y
pasajes del mismo. De acuerdo con la cantidad de proteina se resuspendi6 la
pastilla para tener un volumen de 50 ug/155 pl. Se usé buffer Tris HCI 0.1 M (pH
7.4). La union inéspecifica se definid mediante la adicién de glutamato 1mM al
ensayo. Se incubd 10 minutos a 4° C y la reaccién se detuvo por centrifugacion a
20 psi. La radiactividad se determin6 en un contador de centelleo liquido, usando

como centellador el tritosol (Fricke,1975).

Los datos obtenidos se analizaron mediante una t de sfudent utilizando el

programa GraphPad Prism.
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Resultados
Diferenclas entre cultivo primario de EPR y pasajes suceslvos.

Con la finalidad de comparar morfolégicamente un cultlvo primario de EPR y los
pasajes sucesivos sa tomd fotografias a los diferentes cultivos en confluencla. El
camblo morfoldgico méas notable consiste de una forma cuboidal en el EPR
primario a una forma aplanada en los pasajes mas avanzados, asl como la
pérdida del pigmento en estos (ltimos, Esto se observa en la secuencia de fotos
de la figura 5a — 5h.

Figura Ga. Cultivo primario de células de
(20X)

de pollo, mlcrofotogratia con contraste de fases




Figura 5b, Pasaje 1 de células de EPR de pollo, microfotografia con contraste de fases (20X)

b 2

Figura 5¢. Pasaje 2 de células de EPR de polio, microfotografia con contraste de fases (20X)




Figura 5d. Pasaje 3 de células de EPR de pollo, microfotografla con contraste de fasas (20X)

Figura 5e. Pasaje 4 de células de EPR de pollo, microfotografia con contraste de fases (20X)

18




Figura 5f. Pasaje 5 de células de EPR de pollo, microfotografia con contraste de fases (20X)

Figura 5g. Pasaje 10 de células de EPR ds pollo, microfotografla con contraste de fases (20X)
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Figum 5h. Pasaje 18 da odiulas de EPR de pollo, microfotografla con contrasie de teses (20X)
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on los pasajes.
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Camblos en la velocldad de proliferacién Inducidos por el subcultivo del EPR

El pasaje sucaesivo de las células de EPR generd un aumento en la velocidad de
proliferacion de las mismas. Los cultivos primarios alcanzaron la confluencia en 4-
6 dias de Incubacion, mientras que en los pasajes disminuyé el tliempo requerido

para alcanzar la confluencia (1-2 dias) , como se observa en la figura 6.
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Figura 2. Velocldad de prollferacién expresada por una curva de confluencla de log cuitivos, desde
el EPR primario hasta el pasaje 18. El cultivo primario esta representado como el 0. Cada dato es

al promedio de 3 cultivos independlentes.

Efecto de la congelacion de las membranas sobre la unlén especifica de

glutamato.

Durante la fase experimental se realizé ensayos a diferentes tiempos de
congelacion. Se cosechd cultivos primarios en confluencia (control), y las
membranas se congelaron hasta la obtencién de membranas de los pasales
correspondientes de las mismas células. Al observar resultados variables entre sl
en las mismas condiciones se analiz si el efecto de variacion podria deberse al
tiempo de congelacion. Se compard los resultados de la unidn especifica en
membranas con diferentes dias de congelacién y se observdé un aumento
progresivo en la union especifica, en relacién directa con el tiempo de congelacion
de las mismas (Figura 7). Se definié un tiempo de congelacién &ptimo, ya que
demostramos que este tratamiento genera a tiempos mas largos, la degradacion
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de la proteina (aproximadamente seis meses). Lo anterior se demostrd utilizando
ninhidrina como indicador de la presencia de aminoéacidos libres (dato no
mostrado).

Dado que el tempo de congelacion de las membranas Influye en la unién
especifica, los ensayos posteriores se hicleron con membranas congeladas por 3-
6 dias.
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Figura 7. Efecto de la congelacion sobre la unién especifica de *H-Glu en células de EPR de
cultivos primarios. Los datos se expresan como el promedio + ES de dos experimenros realizados
por triplicado.

Camblos en la unlén especifica de glutamato Inducidos por el subcultivo

Se realizd ensayos de unién de radioligando en membranas de células
procedentes de pasajes sucesivos, y se comparé la union especifica de *H-Glu
con la obtenida en cultivos primarios. Los resultados de la unién de glutamato a
sus receptores en el EPR demuestran que la unién especifica aumenta con los
pasajes sucesivos, Se usaron las membranas de células procedentes del pasaje 5
para comparar con el primario, debido a que en éstos se identificé el aumento mas
significativo (p=0.01). Esto indica que hay una alteraciébn progresiva en los
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receptores de glutamato durante la transformaclon fibroblastica del EPR (Fig 8)
observada en el analisis morfolégico (Fig 5a Vs. 5h).
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Figura 8, Aumanto en la union especifica de *H-Glu en pasajes sucesivos. Las membranas se
utilizaron a los 3 — 6 dias de congelaclén. Los resultados son el promedio + ES de al menos tres

ensayos independientes por tripiicado.

Comparacion de la unién especifica de glutamato en cultlvo primario y

pasaje 5.

Se midié la unidn de radioligando a membranas de células de EPR en cultivo
primario y al quinto pasaje, ya que se identificd una diferencia significativa que se
mantiene desde ese pasaje. Como se observa en la figura 9 hay un aumento
significativo (p=0.01) en la unién especifica de glutamato en el pasaje 5 en

relaclon con el EPR primario.
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Figura 9. Comparaclén de la unlén especifica en EPR primario y en pasaje 5. Las membranas se
utilizaron a los 3 — 6 dias de congelacion.Cada dato es el promedio de 3 cultivos independientes.

Curva de saturacién de la unidn especifica de glutamato en el EPR.

Sea realizd el ensayo de unldn de radloligando a membranas de EPR primario y de
pasaje 5 con diferentes concentraciones de *H-glu (de 50 nM a 2 pM) para
analizar la cinética de unién de *H-Glu tanto en membranas de cultivo primario
como de pasaje 5 para determinar si el incremento en la unién en los pasajes se
debe a un cambio en la afinidad (Kb) o en el nimero de los receptores (Bmax; fig.
10y 11, tabla 1).
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Figura 10. Curva de saturaclén y andlisls de Scatchard de la union especifica de *H-Glu. Se midia
la unién aspecifica de glu a membranas de EFR primario de polio. . Las membranas ae utllizaron a
los 3 — 6 dias de congelacion. Se usaron concentraciones creclentes de glu, entre 50 y 2000 nM.
Los datos son el promedio de tres ensayos realizados por triplicado.
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realizados por triplicado.
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Como se observa en las figuras 10 y 11, en el pasaje 5, la Bna aumenta

significativamente, es decir, hay muchos mas sitios de unién en las células

desdiferenciadas; mientras que la K, aumenta casi el doble, lo que demuestra que

disminuye la afinidad aparente de los receptores casl la mitad, Esto se observa en

la tabla .

Tabla |, Constantes clnéticas de la unién de *H-Glu a membranas de cultivo de EPR

Membranas Bmax (pmol/mg prot.) Ky (nM)
EPR primario 12.51 5563.1
Pasaje 5 87.77 1024

En la tabla | se comparan las uniones especificas de *H-Glu en membranas provenientes de un

cultivo primario y de membranas que provienen de células desdiferenciadas (pasaje 5). . Las

mambranas se utllizaron a los 3 — 6 dias de congelacion. Los datos son el promadio de 3 ensayos

independientes.
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Discusién y conclusién

Estudios previos en células de epitelio pigmentado de la retina humano en cultivo
han demostrado que después de seis pasajes suceslvos, las células pierden su
morfologla poligonal y adquleren una morfologia fibroblastica, ademas de perder ia
melanina (Lopez-Colomé, et al.,1994). Con el fin de identificar los posibles
cambios que sufren los receptores de glutamato (GluRs) durante el proceso de
transformacion fibroblastica del EPR, caracteristica de la vitreorretinopatia
proliferativa (VRP), en este trabajo se estableclé6 un modelo In vifro de
transformacién flbroblastica de las células del EPR en el que se reproducen en
cultivo los cambios morfolégicos identificados en la VRP humana.

Los cambios identificados consisten en la desdiferenciacion, el incremento de la
proliferacion y la pérdida de la melanina. Se observd que, en cultivo, las células
del EPR de pollo en pasajes consecutivos, sufren camblos morfologicos, en
paralelo con una alteracion de las caracteristicas cinéticas de los receptores de
glutamato. Las alteraciones son: en un aumento en el nimero de sitlos receptores
con menor afinidad, con respecto a las células con morfologia epltelial normal de
un cultivo primario.

La barrera hematorretiniana regula los gradientes idnicos y metaboélicos que se
requieren para la funclon normal de la retina (Rajasekaran, et al., 2003). El
aumento de la permeabilidad de esta barrera es una complicacion temprana en la
mayoria de enfermedades de la retina, y podria contribuir al desarrollo de la VRP
(Rajasekaran, et al.,2003). Para prevenir tal enfermedad seria necesarlo conocer
los factores que la inducen. En este trabajo se investigé el papel del glutamato
como posible factor que interviene en la desdiferenclacién y/o proliferaclén de las
células del EPR durante la VRP, proceso caracterizado por la ruptura de la
barrera hematoocular (Nagasaky et. al.,1998) seguida por un cambio de las
células del EPR de una forma poligonal y mitéticamente inactiva a una forma
aplanada migratoria con pérdida de caracteristicas epiteliales (Ando et. al.,2000).
Las células de EPR transformadas, ademds de células gliales, fibroblastos y

células inflamatorias (Vinores et. al.,1990) migran hacia la cavidad vitrea y
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proliferan extensamente (Ando et. al.,2000), hasta formar membranas colageno-
celulares. La membrana formada ejerce fuerza contracti que lleva al
desprendimiento de la retina. Se cree que tal proceso se origina por la entrada de
componentes del suero a la retina, acelerando la migracién y proliferacion de las
células del EPR, las cuales secretan factores de creclmiento y citocinas como el
FGF, PDGF, TGF-B, intereucinas IL-1, IL-6,TNF alfa, y factor estimulante de
colonias de macréfagos e Integrinas (Campochiaro et. al., 1984). La VRP,
representa el fracaso de aproximadamente 30 % de las ciruglas que tlenen como
objetivo corregir o prevenir los desprendimientos de retina regmatogenos (Pastor,
et al., 2002). Existe también la VRP primaria, definida como aquella que se
desarrolla en pacientes no expuestos a alguna intervenclién quirirgica por
desprendimiento de retina (Pastor, et al., 2002), La prevencion de la VRP como
consecuencia de estos estados patol6gicos serfa de gran Importancia clinica.

La interrupcién de la barrera hematorretiniana representa un riesgo para el
desarrollo de la VRP, pues se sabe que durante esta enfermedad hay entrada de
macréfagos y leucocitos sanguineos y compuestos del suero a la retina por la
interrupcién misma (Campochiaro et al.,1986). En el humor vitreo o0 en membranas
eplrretinales de paclentes con VRP se han detectado altos niveles de factores de
crecimlento, principalmente del TGF-B (Connor et al.,1989), y del PDGF (Robbins
ot al.,1994). Se ha demostrado que el PDGF es un potente estimulador tanto de la
proliferacion y en la induccion de la migracién (Campochiaro et al., 1993 y 1994),
asi como uno de los factores cruclales para la desdiferenciacion de las células de
EPR, cuya alteracion morfologica se acompafla de una disminuclén en la
expresion de citoqueratina y una nueva expresion de fibras de actina, cuya
contraccion conduce al desprendimiento de la retina (Ando et al, 2000). Por su
parte, el TGF-p aumenta la proliferaclén de las células de EPR transformadas
durante la VRP (Lee et al., 2001). El TGF-p transduce sefiales a través de dos
rutas diferentes, las Smad y las cinasas de proteina activadas por mitdgeno
(MAPK), a través de cinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERK; Derynck
y Zhang, 2003). Sin embargo, se ha demostrado que la cascada de sefialamlento
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de las MAPKs se activa en forma independiente de las Smads (Yue y
Mulder,2000).

Por otro lado, los camblos observados en la clnética de unién del glutamato (K, y
Bmax) en membranas de un cultivo primario y en un cultivo de pasaje 5 de EPR
(figs. 10 y 11) posiblemente se relacionen con la composicién de las subunidades
de los receptores de glutamato de tipo NMDA, ya que se sabe que las
propiedades funcionales del receptor, la afinidad aparente por los agonistas y la
sensibilidad a los agonistas competitivos, asl como el bloqueo por magnesio se
determinan por la composicion de las subunidades, principalmemte por las
variantes de NR2 (Liu y Zhang, 2000), que es la subunidad a la que se une el
glutamato (Cull-Candy, et al., 2001). Los receptores de NMDA que tienen las
subunidades NR2A o NR2B son mas sensibles al bloqueo por magneslo que los
que contlenen NR2C o NR2D (Liu y Zhang, 2000). Esto a su vez podria
relacionarse con la activaclén de rutas intracelulares a través de las cuales se
activan factores de transcripcion y eso lleve, o bien al cambio en la expresidn de
las subunidades de los receptores de NMDA, o bien a un aumento en Ila
proliferacién y/o a la desdiferenciacion, pues estos ultimos eventos se han
estudiado en células de EPR en membranas de pacientes con VRP y se ha
demostrado que TGF-f (Yue y Mulder, 2000) y el PDGF (Hinton et al.,1998)
activan la ruta de las MAP cinasas. La nita de las MAP cinasas constituyen la ruta
principal mediante la cual se lleva a cabo el control de la diferenciacion celular, la
proliferacién, y la muerte celular (Pearson, et al., 2001). Se sabe que el glutamato
tamblén activa esta ruta, activando a ERK medilante la entrada de calcio en la que
interviene el receptor de NMDA, esto se ha observado en estudios de plasticidad
sinaptica en el hipocampo (Thomas and Huganir, 2004. Lopez-Colomé y Ortega
(1987), demostraron que en células gliales la activacibn de receptores de
glutamato se vincula con la activaclén de la cascada de las MAP cinasas. Ademas
de la activacién de la ruta de las MAP cinasas inducida por la activacién de
receptores de glutamato se tiene la evidencia de que estos receptores activane

otras rutas, como la de los fosfolnositidos, estudlada en células de EPR (Fragoso
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y Lopez-Colomé, 1999), y cuya acumulacién se estimula principalmente con
glutamato y con NMDA (grafica de abajo).
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En esta graflca (tomada de Lépez-Colomé y Ortega,1997) se muestra la acumulacién de Ips-[HY
por agonistas del Glu. Los valores son la media + E.S.M. de 5 experimentos Independientes por

triplicado. C=control.

Hacquet, et. al, (2002) demostraron que la via Ras/Raf/MEK/ERK, juega un papel
clave en el control de la proliferacién del EPR hurmano. Dado que las vias
intracelulares de sefialamiento del Glu y el TGF-p concurren al nivel de las MAPK
cinasas, podria existir un efecto sinérgico de ambos en la pérdida del estado
diferenclado y/o el incremento de la proliferacldn de las células del EPR. Por todo
lo anterior, es interesante mostrar esquematicamente estas rutas intracelulares

como propuesta para un estudlo a futuro.
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Otra de las caracteristicas de las células del EPR durante la desdiferenciacion es
la pérdida del pigmento (Abe et al.,1998). En la secuencia de fotos de la figura 5
se observa tanto cambio morfolédgico como pérdida del pigmento, ademas de
aceleracion de la proliferacion (fig. 6). Esto resulta importante debido al papel de la
melanina en las células de EPR cuya capacidad protectora contra la luz y otros
agentes se resume en los sigulentes puntos: 1) actda como un filtro de densidad
neutral, 2) atenua el efecto de la radlacién por la dispersion de la luz cuando se
sitia en el melanosoma, 3) absorbe la energla radiante en el espectro visible y UV
y disipa la energia absorbida como calor, 4) tlene la capacidad de unirse a muchos
farmacos y 5) utiliza la energla absorblda para sufrir oxidacién inmediata (Boulton,
1998). Aunque el papel de la melanina como antloxidante es minimo, es
importante puesto que el glutamato representa una fuente de estrés oxidativo
(Gupta et. al,2003; Gilgun-Sherki et. al,2001). Esto es importante, ya que cada
caracteristica reproducible /n vitro le da mas valor a nuestro modelo de VRP al
hacerlo mas comparable con las caracteristicas observadas en pacientes con
vitreorretinopatla proliferativa. Ademas de que el uso de este modelo desarrollado

serd (til para prevenir a futuro esta enfermedad.

El glutamato en la retina, deriva predomlnantamente de la glutamina producida en
las células de Mlller, sin embargo, el EPR mantiene una concentracién de 2 a 10
mM de glutamina cuya liberaclon podria ser una fuente de glutamato (Marc, 2004)
para la estimulacion del desprendimiento de los discos de los segmentos externos
de los fotorreceptores y la subsecuents fagocitosis de los mismos por el EPR,
proceso que se lleva a cabo a concentraciones milimolares de glutamato
(Greenberger y Basharse, 1985). Sin embargo, se ha demostrado que el
glutamato liberado de la retina en altas concentraciones induce la muerte neuronal
acompafiada de la degeneracion de la misma por excitotoxicidad (Olney, et
al.,1986; Romano, et al.,1998).

La formacion de la barrera hematorretiniana por el EPR depende de la funcién de
las uniones estrechas y de las uniones adherentes para crear una barrera de
difusidn restringida y mantener la integridad del tejido y la morfologla normal de las
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células del EPR (Bailey et al., 2004). Se sabe que el estras oxidativo y el
incremento en la permeabilidad vascular son criticos para la patogénesis de la
interrupcién de la barrera hematorretiniana que se observa en retinopatias como la
retinopatia diabética (Grammas y Riden, 2003). En nuestro modslo de VRP, el
glutamato podria intervenir en la permeabilidad de la barrera hematorretiniana, ya
que se observa un cambio en Ia morfologla de las célulag de EPR en cultivo
cuando se llevan a cabo pasajes sucesivos, lo cual podria indicar que las unlones
entre las células se alteran, pues como se observa en la fig. 5 las células se ven
menos unidas entre sl en los pasajes que cuando se tlene un cultivo primario,
ademéas de haber un aumento en los sitios receptores (figs. 10 y 11). Lo anterior
se podria apoyar con los estudios previos hechos en EPR humano, en donde
también se observa una transformaclon fibroblastica despuéds de sels pasajes
sucesivos (Lopez-Colomé, et al.,1994)

Se sabe que las células endoteliales de la retina, cuya funcién es simllar a las
células endotellales en el cerebro, se encuentran especialmente en riesgo por
dafio oxidativo (Grammas y Riden, 2003). En el ojo, el EPR separa la retina neural
de los coriocapilares y sirve como el homélogo del epitelio del plexo coroldeo en la
barrera hematoencefalica (Chang, et al.,1997a).

En condiciones en las hay desprendimiento de la retina, se produce hipoxia e
hipoglicemia, lo cual se asocia con la muerte programada de los fotorreceptores
(La Hell, et al., 2002). Esos receptores dafflados conducen a una acumulacion de
glutamato en las células de Miller y a la disminucién de la actividad de la
glutamina sintetasa (La Heij, et al., 2002). Aunado a esto, elementos como el
glutamato, cltocinas y factores de crecimiento contenidos en el suero proveniente
de la sangre podrian ser responsables del desarrollo de la VRP promoviendo la
proliferacién y disfuncién en la parmeabilidad de la barrera formada por las células
del EPR (Campochiaro et al.,1984). Chang et al.(1997b) demostraron que el suero
induce la interrupcién de las uniones estrechas y que ese efecto involucra la
exprersion reducida de la proteina zénula ocludens-1 (ZO-1) que juega un papel
importante en la permeabilldad de la barrera formada por las células del EPR (Jin,
2002). Por otro lado, se ha visto que el estras inducido con glutamato incrementa
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la pemmeabilidad en la barrera hematoencefélica por su accion excitotoxica
(Skultetyova, et a.,1998). Este efecto sae ha observado tamblén con agonistas de
glutamato, tanto con NMDA, que tiene un efacto mas r4pido, como con kainato, y
s ha demostrado que la pérdida de la proteina ZO-1 en las uniones estrachas y la
ocludina se asocian con la interrupcién de la barrera hematoencefélica (Bolton y
Perry,1898). Asimismo, se ha visto que la permeabilidad de la barrera hemato
ancefdlica aumenta a través de receptores metabotropicos de glutamato en la
corteza cersbral (Liu et al., 2004).

Dado que el glutamato es el principal neurotransmisor excitador en el sistema
nervioso central de vertebrados (Michaelis, 1998), tanto el cerabro como la retina
estan expuestos a aminoacidos excitadores como el glutamato, cuyo metabolismo
produce especles de oxigeno reactivas, principalmente a través de la activacion de
sus receptores de tipo lonotrdpico, siendo el glutamato una fuente de estrés
oxidativo (Gupta et al.,2003; Gilgun-Sherki et al., 2001). En la retina de pollo se ha
demostrado la liberacldn de glutamato y aspartato (L6pez-Colomé y Samohano,
1984), asl como en el EPR (L6pez-Colomé et al., 1993b), por lo que nuestro
modelo de VRP y el papel de este aminoacido tiene antecedentes bien
fundamentados.

Dado que la interrupcién de la barrera hematorretiniana es un pre-requisito para el
desarrollo de la vitreorretinopatia proliferativa; que el estrds oxidativo aumenta la
permeabilidad de la barrera, y que el glutamato es una fuenta de estrés oxidativo,
ademas de que éste se libera en la retina neural por ser el principal
neurotransmisor en la via vertical de la misma a través de sus diferentes tipos de
receptores (Lopez-Colomé,1986; Massey y Miller, 1990), podemos decir que el
papel que juega este aminodcido durante la VRP es en la Interrupcién de la
barrera hematorretiniana a través del incremento en la permeabilidad de la misma.
Esto seria l6gico puesto que casl todos los factores de riesgo para la VRP se
asocian con la migraclén de las células del EPR a la cavidad vitrea y Ia
interrupcién de la barrera hemato-ocular (Nagasaky et al.,1998). Lo anterior serfa
vélido si tomamos en cuenta la similitud, tanto en morfologla como en funcién de
las barmreras hematorretiniana y hematoencefalica (Chang, et al., 1997a), ya que se
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ha tomado a la primera como un modelo de estudlo In vitro de la barrera hemato-
encefilica (Steuer, et al., 2004).

Para prevenir las alteraclones que se llevan a cabo en la vitreorretinopatia
proliferativa serfa importante identificar los factores que la causan, entre los cuales
el glutamato es un buen candidato para su estudio en este modelo, dada la
Importancia que esta amlnoacido constituye para la transmislén y funcionamiento
de la relacion retina-EPR, antes descritos. Por lo que, este trabajo da la pauta para
continuar investigando el papel del glutamato en las células del EPR, que a su vez
nos darfa informacion que podria ser relavante para el tratamlento de retinopatias
en las que el EPR esta involucrado de manera importante, tal como la VRP.
Asimismo, es importante caracterizar las vias de sefialamiento intracelular
activadas por el glutamato y su posible modificacién en condiciones que
reproducen in vitro los cambios observados en la vitreorretinopatia proliferativa

humana.
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