UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA

EFECTO DEL GLUTAMATO SOBRE LA
FISIOPATOGENIA DE LA
VITREORRETINOPATIA PROLIFERATIVA

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL GRADO DE:
M AESTRA E N CIENCIAS
P R E S E N T A

REYNA LIZETTE PACHECO DOMINGUEZ

DIRECTORA DE TESIS: DRA. ANA MARIA LOPEZ COLOME

2007



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Esta tesis se llevd a cabo en el departamento de Neurociencias del Instituto de
Fisiologia Celular de la Universidad Nacional Autébnoma de México, bajo la
direccion de la Dra. Ana Maria Lépez Colomé.

Este trabajo fue parcialmente financiado por los donativos otorgados por el
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACyYT, proyecto 42640-Q), y
por el Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacion en Innovacion
Tecnoldgica (PAPIIT, proyecto IN-228203).



Agradecimientos

A la Dra. Ana Maria Lépez Colomé por darme la oportunidad de trabajar en su
laboratorio y por su tiempo dedicado en mi formacion profesional.

Al Dr. Luis Felipe Abreu Hernandez (Coordinador del Programa de Maestria y
Doctorado en Ciencias Médicas Odontologicas y de la Salud, en representacion
de todos los que ahi laboran) por creer en mi, apoyarme y seguir mi trayectoria
en este programa que cambié mi vida: Licenciatura y Maestria simultaneas de
la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autbnoma de México.

Al Dr. Julio Moran, al Dr. Hector Zenteno, al Dr. Jonathan Garfias y al Dr. Hugo
Mercado por sus valiosas sugerencias y comentarios a este trabajo.

Al M. en C. José Prisco Palma Nicolas por su excelente apoyo técnico.
Ala Q. F. B. Edith Catalina Lépez Hernandez por su excelente apoyo técnico.
A la Dra. Irene Lee Rivera por su excelente apoyo técnico.

A todos mis compafieros del laboratorio por compartir conmigo esos momentos
inolvidables de amistad, convivencia y trabajo...ijMuchas, muchas GRACIAS!



Dedicatorias

Esta tesis se la dedico a las personas que han hecho de mi lo que soy en este
momento, a las que me dieron la vida y la han compartido conmigo, a las
personas con las que hemos estado en las buenas y en las malas, con las que
he compartido todos mis triunfos, con las que me han hecho crecer, con las
gue me quieren por sobre todas las cosas... Si, se las dedico a ustedes: MIS
PADRES, Maria Reyna Dominguez Silva y Guillermo Pacheco Rangel.
Porque esta tesis no es mia, es de nosotros tres, porque los tres nos
esforzamos por lograrla como siempre lo hemos hecho con todo. Saben...no sé
a quién le tengo que dar las gracias...pero doy las gracias porque ustedes son
mis padres en toda la extension de la palabra y més. Y creo que ya lo saben
pero se los digo de nuevo: iLOS QUIERO MUCHO! ... En conclusion, todo
se los debo a ustedes, Gracias.

Y si tuviera que mencionar a todas las personas que me apoyaron en la
realizacion de este trabajo aumentaria al doble mi tesis sino es que mas... Por
lo que muchas gracias a todos por sus ensefianzas, apoyo y comprension
porque sin ellas no lo hubiera logrado. GRACIAS!



10.

indice

Resumen

Introduccién

2.1.
2.2.
2.3.
2.4.

Vitreorretinopatia Proliferativa

Epitelio pigmentado de la retina

Receptores de glutamato

Cinasas de proteina activadas por mitdgenos

Planteamiento del problema

Hipotesis

Objetivos

Metodologia

6.1. Cultivo primario de células de EPR

6.2. Subcultivo de células de EPR

6.3. Determinacion de la expresion de la proteina RPE65 por
inmunocitoquimica

6.4. Evaluacién de la dinamica del citoesqueleto con a-sma por
inmunocitoquimica

6.5. Evaluacién de la proliferacion de las células de EPR estimulada por
glutamato

6.6. Cuantificacion de los receptores de glutamato por la técnica de union
de radiologando empleando Glutamato—H?

6.7. Andlisis de inmunodeteccion para Erk1/2 y a-sma en células de EPR
de rata

Resultados

7.1. Las células de EPR en cultivo son un modelo experimental para
estudiar la VRP

7.2. Caracterizacion bioquimica de los receptores de glutamato en células
del EPR de rata

7.3. El glutamato estimula la proliferacién de las células del EPR a través
de la activacién de receptores especificos

7.4. El glutamato activa la via de MEK/ ERK 1/2 las células de EPR de rata

7.5. La activacion de la via de MEK-ERK1/2 media la proliferacion celular
estimulada por glutamato

7.6. La activacion de la via ERK1/2 promueve la desorganizacién de la o-
sma

Discusion

Conclusiones

Bibliografia

10
12
14
18
19
19

21
21
21

22

22

23

23

24

26

26

28

29
31

33

34

37

46

47



Efecto del glutamato sobre la fisiopatogenia de la vitreorretinopatia proliferativa

1. Resumen

Introduccidn: La vitreorretinopatia proliferativa (VRP) se caracteriza por la
formacion de membranas superficiales en el segmento posterior del ojo y se define
como el crecimiento y contraccion de las membranas celulares dentro de la
cavidad vitrea, en ambas superficies de la retina. En diferentes estudios se ha
demostrado que las principales células involucradas en esta enfermedad son las
del epitelio pigmentado de la retina (EPR). La VRP se caracteriza por la migracion,
proliferacion y transicion epitelio-mesénquima (TEM) indeseada de células, por lo
que el proceso comprende la estimulacién de las células del EPR por factores
troficos. El glutamato es el principal neurotransmisor excitador en la via directa
radial de la retina que incluye fotorreceptores, células bipolares y células
ganglionares. Estudios recientes han demostrado que la concentracion de
glutamato se eleva en el vitreo de pacientes con dafio regmatégeno; ademas, se
ha observado que el glutamato se libera en exceso de la retina cuando hay
isquemia. En estudios previos se ha demostrado que el glutamato induce
proliferacion en las células del EPR y se sabe que la via de las cinasas de
proteina activadas por mitégeno (MAP cinasas) participa en la induccion de la

proliferacion estimulada por suero en estas mismas células.

Objetivo: Los objetivos de este trabajo son 1) caracterizar bioquimica y
farmacold6gicamente los receptores de glutamato en las células del EPR de rata;
2) identificar el efecto del glutamato sobre la proliferacion y sobre la TEM en las
células del EPR; 3) dilucidar la participacion de la via de sefialamiento intracelular

MAPK/ERK en estos fendmenos.

Metodologia: Se realizaron cultivos primarios de células de EPR de ratas Long
Evans. La caracterizacidn de las células de EPR se realizé por inmunocitoquimica.
Se utilizé la técnica de unién de radioligando para caracterizar los subtipos de
receptores de glutamato en células de EPR de rata. El efecto del glutamato sobre

la proliferacién, la activacion de ERK1/2 y la transicion epitelio-mesénquima de las
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células del EPR se analizé en ausencia de suero. La proliferacién celular se midio
utilizando un método colorimétrico basado en la reduccion de una sal de tetrazolio.
La fosforilacion de ERK 1/2 se analiz6 por Western blot. La TEM de las células de
EPR se evalu6 por medio de microscopia 6ptica para a-sma (a-smooth muscle

actin) y por Western blot.

Resultados: Se demostr6 que las células de EPR de rata expresan tanto
receptores ionotrépicos como metabotrépicos de glutamato, predominando los de
tipo NMDA. El glutamato incrementé de manera dosis-dependiente la proliferacion
y la activacion de ERK1/2 en las células de EPR. Se demostro asi mismo que, Si
bien el glutamato no interviene en la TEM del EPR, la activacién de la via de

sefalamiento de MAPK-ERK1/2 claramente interviene en dicha transicion.

Conclusiones: Este estudio sugiere que 1) el glutamato podria intervenir en la
inducciéon de la VRP, dado que activa la proliferacion de las células del EPR a
través de la activacion de los receptores de NMDA vy la estimulacién subsecuente
de ERK 1/2. 2) La activacion de la via de sefialamiento MAPK/ERK interviene en

la EMT, pero la estimulacion por glutamato la inhibe.
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2. Introduccion

2.1. Vitreorretinopatia Proliferativa
La vitreorretinopatia proliferativa (VRP) es un proceso de cicatrizacion que se
desarrolla con algunos desprendimientos de retina. La VRP se define como el
crecimiento y contraccion de membranas celulares dentro de la cavidad vitrea y en
ambas superficies de la retina, y en muchos casos un proceso fibrético de la retina
misma.* 2
La VRP es la causa mas frecuente de fracaso de la cirugia de desprendimiento de
retina de tipo regmatdgeno, con una incidencia de 7-10% en casos de
desprendimiento de retina primario.® En esta entidad clinica, las células del epitelio
pigmentado de la retina se dispersan y emigran a través de la ruptura retiniana
hacia la cavidad vitrea donde proliferan y sufren cambios metaplasicos que les
confieren caracteristicas de fibroblastos, macrofagos y miofibroblastos, formando
membranas celulares no vasculares que se contraen sobre y debajo de la
superficie retiniana. El resultado final es la aparicion de un desprendimiento de
retina traccional y/o mixto.*
El andlisis de los datos en la literatura indica que la VRP no es una entidad clinica
especifica, pero es el final de la cadena de una serie de enfermedades
intraoculares derivadas de varios estimulos. El desprendimiento de retina y las
alteraciones vitreas asociadas son importantes pero no son los Unicos factores en
el desarrollo de la VRP.> La VRP se puede presentar antes de la cirugia (referida
por algunos como VRP primaria o preoperatoria), pero su incidencia se incrementa
después de la cirugia (VRP postoperatoria), y por lo tanto puede resultar por
efectos quirdrgicos intraoculares.? Los resultados quirtrgicos de esta complicacién
son extraordinariamente variables. Esta variacion se debe a mudltiples factores,
principalmente a la heterogeneidad inherente de la enfermedad pero también a los
diferentes criterios para establecer el grado de severidad. Las clasificaciones de la
VRP (Comité de terminologia de la sociedad de retina)® no son herramientas (tiles
en la toma de decisiones quirdrgicas, y la mayoria de los cirujanos prefieren
clasificar a la VRP como leve, moderada y severa.! No existen divisiones claras

entre las tres formas, aunque representan una impresion preoperatoria del grado
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de dificultad para reaplicar la retina y por lo tanto una pista para realizar cirugia
extraescleral o vitrectomia. La VRP se asocia con inflamacion, la cirugia puede
estimularla y consecuentemente incrementar la VRP. La VRP es un proceso
dinamico, pero hay poca informacidbn acerca de su cronobiologia. Este
conocimiento es crucial para mejorar los resultados quirlrgicos, y algunos autores
qgue consideran que si hay signos clinicos de actividad, pueden ser utiles para
retrasar la intervencién quirdrgica por algunas semanas.’ El éxito anatémico esta
reportado del 60-80% de los casos, dependiendo de la severidad de la
enfermedad.’® Entre mas avanzada la enfermedad, menor la probabilidad de
reaplicacion de la retina. La intervencién quirdrgica es el tratamiento estandar.
Casos severos y moderados de VRP se pueden tratar con cirugia convencional
para desprendimiento de retina (producir una depresion en la esclera que acerque
el lecho coriorretiniano al EPR), pero la vitrectomia de la pars plana esta indicada
en la mayoria de los casos. El tratamiento de los casos complicados involucra
procedimientos que son técnicamente complejos, como retinotomias y/o
retinectomias, y el uso de substancias para reemplazar el vitreo, todas ellas aun
controversiales.! A pesar del mejoramiento del nimero de reaplicaciones
quirdrgicas con la vitrectomia, el éxito anatdmico no asegura la mejoria visual.
Solo 40-80% de los pacientes que tuvieron éxito anatémico recobraron
minimamente la funcién visual. El éxito funcional puede ser pobre por los cambios
maculares, pero esta relacionado con el nimero de procedimientos realizados.*
En resumen, la prevencion o la profilaxis con tratamiento médico deben ser
consideradas un reto de la investigacion para mejorar el resultado final.

La incidencia de la VRP primaria 0 preoperatoria se incrementa en situaciones
clinicas como: la extension del desprendimiento, rompimientos de retina
profundos, largos, mudltiples o indetectados, afaquia, hemorragia vitrea,
desprendimiento coroidal preoperatorio, falla en la aplicacién previa de la retina, y
la presencia de signos de uveitis.' ® ° Por lo que, la incidencia de la VRP
incrementa postoperatoriamente y esta fuertemente asociada con factores
adicionales: presencia de VRP grados A y B preoperatoria, hemorragia intraocular

durante o después de la cirugia, desprendimiento coroidal, el uso de aire,



Efecto del glutamato sobre la fisiopatogenia de la vitreorretinopatia proliferativa

crioterapia excesiva, diatermia o fotocoagulacién, procedimientos quirdrgicos
previos, pérdida de humor vitreo durante el drenaje de liquido subrretiniano y el
uso de vitrectomia.' & 1° ! 12 Algunos de estos hallazgos son contradictorios y es
dificil evaluar al papel actual de cada factor en el desarrollo de la VRP. Para
dilucidar estas preguntas, Girard y cols.’ en una de las series de pacientes con
desprendimiento de retina prospectivas mas largas, confirmaron el efecto de
algunos factores, pero sus resultados afiadieron mas controversia a este respecto.
De acuerdo a estos autores solo la VRP preoperatoria de bajo grado (grado A) es
un predictor fuerte de VRP postoperatoria mientras que la VRP grado C1 no.
Ademas, solo las hemorragias menores durante o después de la cirugia estan
asociadas con una alta prevalencia de VRP postoperatoria. Por otro lado, otros
autores, encontraron como variables predictivas la perforacion escleral,
rompimientos sin sellar o agudeza visual preoperatoria pobre.**'* Kon y cols.*®
consideraron la vitrectomia primaria en casos selectos de desprendimiento de
retina, que incluian desgarres de retina gigantes, rompimiento de retina posterior y
la presencia de VRP preoperatorio y opacidades medias, y observaron que del
39% de los pacientes con VRP preoperatorio, 29.4% desarrollaron VRP
postoperatoria.

Asumiendo que la VRP resulta de la interaccion de multiples factores,
recientemente se sugirié una clasificacion de los pacientes con desprendimiento
de retina en diferentes grupos de riesgo de acuerdo a la razén de verosimilitud de
desarrollar VRP.'® Se identificaron cinco factores de riesgo: VRP prequirrgica
grados A y B, desprendimiento de retina que afecten los cuatro cuadrantes,
aplicacion por endolaser, uso de gas intraocular, y cirugias intraoculares previas;
asi mismo se establecieron tres niveles de riesgo para el desarrollo de VRP: bajo,
medio y alto. La distribucién de los pacientes con desprendimiento de retina
siguiendo este criterio mostré una clara correlacion positiva con la incidencia de
VRP postoperatoria.

En los afos 90, los estudios se enfocaron en los factores clinicos, como afaquia o
pseudoafaquia,’’ desgarres gigantes,®® desprendimiento coroidal,*® hemorragia

vitrea,?® criopexia®* y desprendimiento posterior de vitreo incompleto.?’ Estos
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estudios proveyeron informacion clinica muy valiosa, pero no consideraron el
origen multifactorial de la VRP, y aunque la mayoria de los estudios fueron
prospectivos no se aseguro la similitud de sus muestras en cuanto a los factores
que intervienen en el desprendimiento de retina que pueden influir en el desarrollo
de la VRP.

Con la idea de utilizar parametros mas objetivos que la evaluacion de los factores
de riesgo establecidos, algunos autores han medido los niveles de varias
substancias en el humor vitreo. Las proteinas del humor vitreo han sido
propuestas como marcadores del estado de inflamacion, del rompimiento de la
barrera hematorretiniana y de la severidad del proceso de cicatrizacion.'® Altas
concentraciones de proteinas en el humor vitreo se observan en pacientes que
desarrollan VRP postoperatoria en comparacién con aquellos que no.* Por
ejemplo, el nivel de la molécula de adhesion intracelular — 1 (ICAM-1) se ha
propuesto como un indicador de riesgo para VRP.? Estos autores reconocieron
gue las citocinas y varios factores inflamatorios se encuentran en el humor vitreo
de los pacientes con VRP, pero no se ha probado que ninguno sea un indicador
de riesgo para el desarrollo de esta complicacion. La citometria de flujo es util en
la medicién de la proliferacion de las células que se recobran de la cavidad vitrea
en un modelo experimental de desprendimiento de retina por traccién.?* Los
resultados mostraron que la citometria de flujo cuantifica la concentracion total de
las células en proliferacion, pero la precision para predecir el éxito anatomico no
muestra diferencias.?® En sintesis, identificar los factores clinicos para VRP parece
crucial para establecer profilaxis farmacolégica que todavia no es aceptable en
este momento para pacientes con desprendimiento de retina.

Como se mencion0d anteriormente, la VRP se considera un proceso de
cicatrizacion amplificado por varios factores, algunos de ellos relacionados con
niveles de inflamacion intraocular elevados. La VRP también se considera un
proceso de cicatrizacion que se produce después del desprendimiento de la
retina.! Por lo tanto, parece que el factor critico es la falta de continuidad de la
retina. El proceso de cicatrizacién, con algunas modificaciones, puede ser el

fendmeno que dispara el inicio de la VRP. Después de cualquier dafio tisular, un
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mecanismo en cascada repara la herida en tres fases: inflamacion, proliferacion y
remodelacion del tejido. Estas fases estan reconocidas en la VRP con algunas
modificaciones por las caracteristicas del tejido ocular.?® Nagasaki y cols.® han
asentado la importancia del rompimiento de la barrera hematorretiniana como el
primer paso en la patogénesis de la VRP. Parece obvio que la alteracion de esta
barrera modifique el ambiente intraocular que permita las condiciones
intraoculares necesarias para el desarrollo de la VRP. Por otro lado, este
rompimiento de la barrera hematorretiniana es una constante en todos los
desprendimientos de retina y solo una pequeiia proporcion desarrolla VRP.
Ademas, la barrera hematorretiniana se lesiona en muchas otras condiciones
(uveitis, afaquia, retinopatia diabética), y no se ha reportado la VRP como
complicacion de estas enfermedades. Por lo tanto, se debe dilucidar el papel real
que juega el rompimiento de la barreta hematorretiniana en esta enfermedad.

Las bases celulares de la VRP fueron identificadas por Laqua y Machemer en
1975. Los macréfagos y los fibroblastos juegan un papel esencial en la
cicatrizacion ocular. En estudios inmunohistoquimicos se han identificado células
del epitelio pigmentado de retina (EPR) y células gliales como los principales
componentes celulares en las membranas de la VRP.?"?® Algunos autores han
identificado ademéas macréfagos y linfocitos T.?° El EPR y las células gliales
muestran cambios morfolégicos, migracion y proliferacion en respuesta a la lesiéon
de la retina.*® Aunque es dificil precisar el origen de cada célula observada en las

membranas epirretinales, Vinores y cols.*

sugieren que se trata de células
similares a fibroblastos derivadas del EPR; y probablemente un pequefio
componente de macréfagos derivados de la sangre.

Las células del EPR son multifuncionales y pluripotenciales, caracteristicas
conferidas por su origen embriolégico. EI EPR se sitla en una membrana basal
prominente que contiene &cido hialurénico, condroitin sulfato y proteinas de la
matriz extracelular tipicas de cualquier membrana basal: colagenas tipo |, lll, VI'y
VIII, y elastina.®? Las células del EPR son consideradas clave en el desarrollo de
VRP, y hoy todavia parecen cruciales en su inicio. Los cambios que resultan

después de que estas células pierden contacto con los fotorreceptores pueden
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desencadenar mecanismos para el inicio de la VRP.*® Las células del EPR estan

presentes en casi el 100% de las membranas epirretiniales,*3>

y tienen
caracteristicas morfoldgicas diferentes (como fibroblastos o como macréfagos).*®
Experimentos con células del EPR en cultivo han demostrado que el factor
transformante del crecimiento § 2 (TGF 32) puede cambiar su fenotipo y estimular
la sintesis de colagena. Las células del EPR en la VRP toman la apariencia de
fibroblastos y participan en la fibrosis, transformandose por lo tanto de su origen
de células epiteliales.’” Ademas, el TGF B1 puede modificar el fenotipo de las
células del EPR con cambios en la expresion de actina de musculo liso- alfa (a-
sma) y la sintesis de fibronectina,® confiriéendoles caracteristicas de
miofibroblastos. En gatos, estas células proliferan en 48 h después del
desprendimiento de retina y presentan mitosis.®*® Cuando éstas se
transdiferencian, liberan factores que reemplazan las actividades de las células
gliales y promueven la contraccién de la matriz extracelular.>® Varios experimentos
han tratado de implicar a las células del EPR como la parte angular en el
desarrollo de la VRP. Wu y cols.*® sustrajeron las células de las membranas de
VRP y demostraron que las complicaciones clinicas de los pacientes después de
la cirugia se relaciona con la presencia de células del EPR activas o viables.

Hay una gran cantidad de evidencia respecto a la funcién de mediadores solubles
(factores de crecimiento y citocinas) en la patogénesis de la VRP.*! El factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) es un mitégeno y quimioatrayente de
fibroblastos y células de la glia.** Las células que secretan PDGF son las células
de la glia y del EPR.* Este factor ha sido implicado en retinopatias proliferativas,
como la retinopatia diabética, y en retinopatias no vasculares, como en la
vitreorretinopatia proliferativa.*® El dafio por retraccién es la caracteristica central
de estas entidades patolégicas,* y se ha demostrado que es un estimulador de
crecimiento autdcrino para las células de EPR ya que la creacién de un defecto en
una monocapa de EPR resulta en un incremento de PDGF y del receptor para
PDGF en las células adyacentes al dafio.*> Se ha demostrado que 7 de 8
pacientes con dafio de retina y vitreorretinopatia tienen concentraciones elevadas

de PDGF en el humor vitreo.*® Los resultados de Liang Y y cols.*® indican que el
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PDGF afecta la conducta celular del EPR por mecanismos autdcrinos o paracrinos
en la formacién de VRP. Andrews y cols.*® mostraron que el PDGF contribuye de
manera importante al desarrollo de la VRP en un modelo animal de conejo, en el
gue demostraron la existencia de dos tipos de receptores de PDGF, el PDGF-A 'y
el PDGF-B, con una marcada diferencia entre ellos; siendo el receptor PDGF- A
capaz de desencadenar los eventos que llevan a la VRP.*

El TGF-B es un potente quimioatrayente de monocitos y fibroblastos ademas de
participar en en todas las etapas de la cicatrizaci6n.*” Las células del EPR,
fibroblastos, plaquetas y macréfagos son capaces de secretar TGF p.**® El
TGFB2 es la isoforma predominante en el segmento posterior del ojo en los
primates.*® La contraccién de los fibroblastos y el resultado de la fuerza de
traccion es un factor que contribuye a las enfermedades fibréticas del ojo como la
vitreorretinopatia proliferativa. Estudios llevados a cabo in vitro muestran que el
TGF B estimula la sintesis y secrecion de fibronectina y la contraccion de geles de
colagena por las células del EPR.*®**° Se sugiere que la estimulacién de la
contraccion por el EPR de los geles de colagena por TGF  es mediada por otros
factores de crecimiento, tal vez el PDGF.** Ikuno y cols.>® demostraron que las
células del EPR que migran al vitreo promueven la contraccién celular mediante el
TGF B y en menor proporcién a través del PDGF-A. Carrington y cols.>® confirman
este postulado, y ademas observaron que la contraccion de la retina se puede
inhibir al utilizar anticuerpos en contra del PDGF y del TGF-B. Estudios realizados
en humanos confirman este posible efecto del TGF B2 en la VRP. Los niveles de
TGF B en el humor vitreo de ojos de pacientes con VRP se encontraron tres veces
mas elevados en comparacion con los de pacientes con desprendimiento de retina
no complicado.® Kon y cols.'® confirmaron este hallazgo, pero encontraron las
concentraciones de TGFf en el humor vitreo en pacientes con VRP solo 1.5 veces
mayores.

Se ha investigado el posible papel de otros factores de crecimiento con respecto a
la VRP. El estudio prospectivo realizado por Kon y cols.’® también mostré niveles
del factor de crecimiento basico de fibroblastos (bFGF) elevados, asi como de

interleucina 1B (IL-1pB) e interleucina 6 (IL-6) en el humor vitreo de pacientes con
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VRP. Por otro lado, ellos encontraron que solo la IL-6 y las proteinas totales
elevadas fueron factores predictivos significativos para el desarrollo de VRP
postoperatoria. Heuber y cols.>® encontraron el bFGF y su RNAm, asi como el
receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 1 (FGFR-1) en la membranas
epirretinales de los pacientes con VRP y concluyeron que el bFGF puede estar
involucrado en el control de la proliferacién celular en la interfase vitreorretiniana.
El-Ghrably y cols.”® detectaron concentraciones de IL-6, IL-1b, IL-8 y TNF-o. en
muestras de humor vitreo y en el liquido subrretiniano por RT-PCR mayores en
pacientes con VRP que en los controles. Ademas, los niveles del factor de
crecimiento de hepatocitos (HGF) se han encontrado también elevados en
pacientes con VRP.>’

Mas recientemente también se han encontrado concentraciones elevadas de las
quimiocinas MCP-1 y SDF-1 en pacientes con VRP.*® Aunque muchos estudios
sugieren la funcion de multiples citocinas en la patogénesis de la VRP, la
significancia relativa de cada factor y los mecanismos por los que interactian para

inducir la proliferacion y contraccion perirretiniales aun se tienen que dilucidar.

2.2. Epitelio pigmentado de la retina

El EPR es una monocapa de células cuboidales localizadas subyacentes a la
retina neural.® °° Las células del EPR tienen microvellosidades apicales y
membranas paralelas laterales unidas cerca de los apices por complejos de
uniones ocludens y adherentes. Las células del EPR reciben su nombre de los
melanosomas localizados en el citoplasma apical. Las células del EPR también
contienen granulos de lipofuscina, material autofluorescente que se incrementan a
través de la vida en este tejido no-mitético. La membrana basal del EPR esta en
contacto con la membrana de Bruch, una matriz de varias capas que separa el
EPR del endotelio de los coriocapilares. A diferencia de la mayoria de las
monocapas de células epiteliales, que tienen un dominio apical que se dirige al
lumen, los apices de las células del EPR estan asociados con los segmentos
externos de los fotorreceptores de la retina (conos y bastones).

10
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La estrecha asociacion estructural de las células del EPR con la retina externa
provee un indicio de las principales funciones de este tejido, las cuales son ayudar
a la sobrevivencia y al funcionamiento normal de los fotorreceptores. La capa de
EPR actda como la barrera hematorretiniana externa y opera como un epitelio
transportador que mueve nutrientes, productos de desecho, iones, y gases entre
los vasos sanguineos de la coroides y los fotorreceptores adyacentes.®* El EPR
participa en el ciclo visual en donde los retinoides, utilizados por los
fotorreceptores para sintetizar los pigmentos visuales, son reciclados entre el EPR
y la retina neural. Los fotorreceptores no son capaces de reisomerizar el all-trans-
retinal, que se forma después de la absorcion de los fotones, a 11-cis-retinal. Para
mantener la excitabilidad de los fotorreceptores, el trans-retinal se transporta al
EPR para convertirlo a 1l-cis-retinal y se transporte de nuevo a los
fotorreceptores.®? La conductancia i6nica dependiente de voltaje de la membrana
apical permite al EPR estabilizar la composicién i6nica en el espacio subrretiano,
que es esencial en el mantenimiento de la excitabilidad de los fotorreceptores.®® El
EPR es esencial para el recambio de los fotorreceptores, un proceso en donde los
segmentos externos de los discos se mudan, fagocitan y digieren por el EPR,* y
las substancias esenciales como el retinal se reciclan y regresan a los
fotorreceptores. Las células del EPR también producen factores de crecimiento asi
como factores que son esenciales para mantener la integridad estructural de la
retina y los coriocapilares.®* El EPR secreta factores de crecimiento fibroblasticos
(FGF-1, FGF-2, and FGF-5), TGF-B, factor de crecimiento parecido a la insulina-I
(IGF-I), factor neurotréfico ciliar (CNTF), factor de crecimiento derivado de
plaguetas (PDGF), factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), factor de
crecimiento derivado del epitelio del cristalino (LEDGF), miembros de la familia de
interleucinas y factor derivado del epitelio pigmentado (PEDF).”> Ademas, la
actividad secretora del EPR es muy importante para establecer la respuesta
inmune privilegiada del ojo al secretar factores inmunosupresores.®®

El epitelio pigmentado de la retina es una monocapa de células que parece
fenotipicamente regular, pero tiene una gran variabilidad de célula a célula en el

contenido de granulos de melanina y lipofuscina, y en la expresion de muchas

11
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proteinas. Esta heterogeneidad se da naturalmente por mecanismos de
regulacion durante el desarrollo embrionario y postnatal. La consecuencia es un
tejido en donde las células individuales pueden diferir en su capacidad para
mantener los fotorreceptores adyacentes, asi como para responder
diferencialmente al estrés oxidativo y otras influencias del medio ambiente que
contribuyen a la disfuncion celular durante la vejez. La variabilidad inherente de las
células del EPR es probablemente uno de los factores que contribuyen a las
caracteristicas de las enfermedades de la retina como la degeneracion macular
relacionada con la edad. Las interacciones entre los tejidos (EPR y retina) son
criticos, ya que el dafio al EPR, o la separacion de éste de los fotorreceptores
como sucede con el desprendimiento de retina, puede llevar a la degeneracion de
los fotorreceptores.

2.3. Receptores de glutamato

El glutamato constituye del 10 al 15% de la poza de aminoacidos libres en la retina
de los vertebrados.®” Los receptores de glutamato se clasifican en ionotropicos,
aguellos que estan conformados por un canal iénico, y metabotropicos, que estan
acoplados a proteinas G y ligados a la activacién de la fosfolipasa C (PLC), o a la
inhibicién o activacién de la adenilil ciclasa (AC). Los receptores ionotrépicos se
clasifican farmacolégicamente, en N-metil-D-aspartato (NMDA), «a-amino-3-
hydroxy-5-metil-4-isoxazolepropionato (AMPA) y receptores tipo kainato (KA).%®

Los canales formados por los receptores de AMPA y KA son permeables
principalmente a Na* y K*. La mayoria de los canales asociados a los receptores
de AMPA no son permeables al Ca?* pero algunos receptores de AMPA en
neuronas de hipocampo,®® células bipolares de la retina,”® células no piramidales
de la corteza y células de la glia en cerebelo’* forman canales i6nicos que son
permeables al Ca?*. Una serie de quinoxalin-2,3-dionas, como la 6-ciano-7-nitro-
quinoxalin-2,3-dionas (CNQX), 6-7-dinitro-quinoxalin-2,3-diona (DNQX) y 2,3-
dihidroxi-6-nitro-7-sulfamoil-benzol (F) quinoxalina  (NBQX), bloquean

completamente tanto a los receptores de tipo AMPA como a los de KA
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competitivamente asi como el dietil ester del glutamato (GDEE). Los no
competitivos son la toxina de la arafia Joro (JSTX) y las 2-3-benzodiacepinas
GYKI 52466 y GYKI 53655, siendo estos dos ultimos compuestos inhibidores
especificos de los receptores de AMPA®®

Los receptores de tipo NMDA tienen alta conductancia y permeabilidad al Ca**, y
se desensibilizan relativamente lento. La respuesta lenta de estos receptores se
debe a que estan inhibidos ténicamente por el Mg presente en el ambiente
extracelular, aunque hay evidencia clara de que estos receptores estan activos
tonicamente a bajo nivel en el hipocampo y otras regiones del cerebro. La
activacion total de los receptores de NMDA requiere de la liberacion del bloqueo
por Mg?*. Ya que la inhibicién de los receptores de NMDA por Mg?* es un
fendmeno dependiente de voltaje, la activacion de los receptores de AMPA/KA por
glutamato dentro de la hendidura sinaptica y la despolarizacién subsecuente de la
membrana postsinaptica disminuye la inhibicion de los receptores de NMDA por
Mg?* activindose consecutivamente. Ademas del glutamato y del NMDA, los
acidos iboténico, L-homocisteico y quinolinico pueden activar los receptores de
tipo NMDA. Los antagonistas de los receptores de NMDA se dividen en 4
categorias: los fosfoaminoacidos que compiten por los sitios de reconocimiento del
L-glutamato y NMDA (2-AP5, 2-AP, CPP, CPP-ene), aquellos que bloquean el sitio
de unién para los coagonistas de la glicina (4cido 5,7-diCl-quinurenico, HA-966),
aguellos que inhiben el aumento alostérico de la activacion del agonista por las
poliaminas (ifenprodil), y aquellos que inhiben el canal idnico asociado al receptor
(MK-801, PCP, ketamina). Todos los antagonistas mencionados anteriormente
inhiben selectivamente a los receptores de tipo NMDA.®®

Los receptores metabotropicos (mGlu) poseen siete segmentos transmembranales
y estan acoplados a proteinas unidas a GTP. Forman una familia de ocho
subtipos, que se han subdividido en tres grupos. El grupo | se conforma por los
receptores mGlul y -5, los cuales estan acoplados a proteinas G4, que activan la
PLC, con la subsecuente hidrodlisis del fosfatidil inositol bifosfato, que genera
inositol trifosfato (IP3) y diacil glicerol (DAG). Los grupos Il (mGlu2 y 3) y Il

(mGlu4, -6, -7, -8) estan acoplados a proteinas G;, y su activacion inhibe la
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actividad de la AC en sistemas heterdlogos de expresion.’® Algunos de los
agonistas, ademas del L-glutamato, que actian sobre los receptores
metabotropicos de glutamato son también agonistas de los receptores ionotropicos
(acidos quiscualico e iboténico). Para aquellos receptores que estan acoplados a
la PLC el quiscualato es el agonista mas potente seguido por el glutamato y los
acidos iboténico y 1-aminacidopentano-1S,3R-dicarboxilico (1S, 3R-ACPD). Estos
receptores estan acoplados a proteinas G (Gi/Go 6 Gq) sensibles o insensibles a
la toxina pertusis (PTX) (Grupo 1). La activacion de estos receptores lleva a la
conversion catalizada de la PLC del L-3-fosfatidilmioinositol-4,5-bifosfato (PIP,) a
inositol-4,5-bifosfato y DAG. El ultimo esta involucrado en la activacién de la
proteina cinasa C (PKC), mientras que el IP3 potencia la liberacién intracelular de
Ca?* del reticulo endoplasmico. Los receptores del segundo grupo inhiben a la AC
y por lo tanto disminuyen la sintesis de 3,5-adenosin monofosfato ciclico (CAMP)
con la consiguiente inactivaciéon de la proteina cinasa A (PKA). El grupo Ill de
receptores metabotropicos dispara un mecanismo similar al descrito
anteriormente, ya que inhibe la AC a través de la interaccién directa con proteinas
Gi sensibles a PTX. Algunos receptores metabotrépicos se activan directamente a
través de proteinas G acopladas a receptores o indirectamente a través de la
estimulacién de la PKC que inhibe los canales de Ca** L y N y los canales de K*
activados por Ca®’. Estos también se activan directamente a través de la
despolarizacién y la entrada de Ca?* que induce la liberacién de &cido
araquidénico.®®

Los receptores NMDA y metabotropicos se han identificado farmacolégicamente
con ensayos de unién de radioligando en células de EPR de pollo y humano.”? "
" También se demostré que los receptores mGlu que estan en las células del EPR
de pollo son mGlul y -5, asi como los receptores ionotropicos NMDA vy
AMPA/kainato."?

2.4. Cinasas de proteina activadas por mitdgenos (MAP cinasas)

Las MAP cinasas son cinasas de proteina serina/treonina, que juegan un papel

crucial en una variedad de funciones en muchos tipos celulares.” Se han descrito
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principalmente tres subfamilias de MAP cinasas: ERK 1 y 2, las cinasas MH2-
terminal c-Jun (JNK), y las cinasas p38. De entre estas cinasas, la activacion de
ERK est4d tipicamente asociada con la sobrevivencia, proliferacion vy
desdiferenciacion celular, activacion inducida por mitégenos y algunos factores de
sobrevivencia celular.”® *’

Ras es una proteina G que se activa por su unién con GTP, comun en el inicio de
varias vias de sefialamiento incluyendo Ras/Raf/MEK/ERK, PI3K/AKT vy
RalEGF/Ral.” Se han identificado tres isoformas de la proteina Ras: Ha-Ras, Ki-
Ras y N-Ras. Ki-Ras es la isoforma que se ha asociado con la via de
Raf/MEK/ERK™ y su mutacion se asocia con cancer. Para que se pueda activar
Ras en la membrana celular, tiene que ser farnesilada por la farnesil transferasa
(Ha-, Ki, y N-Ras) o geranilgeranilada por la geranilgeranil transferasa (N- y Ki-
Ras). Ha-Ras y N-Ras también presentan palmitoilacién, no asf Ki-Ras.®® Después
de que citocinas, factores de crecimiento o mitbgenos se unen a sus receptores
apropiados, se activa el complejo asociado Shc/Geb2/SOS. Después de la
estimulacion por Shc/Geb2/SOS, Ras inactiva intercambia GDP por GTP y sufre
un cambio conformacional y se activa. Ras puede entonces reclutar a Raf a la
membrana celular.

La familia de genes Raf en mamiferos comprende A-Raf, B-Raf y Raf-1 (C-Raf).
Raf es una cinasa de serina/treonina (S/T) y se activa normalmente por una serie
de eventos complejos que incluyen: 1) reclutamiento a la membrana celular
mediado por la interaccién con Ras;”® 2) dimerizacién de las proteinas Raf;®* 3)
fosforilacién/desfosforilacién sobre los diferentes dominios;** 4) desasociacién de

la proteina inhibidora de la cinasa Raf (RKIP):;® 8%y 5) asociacién con complejos

de andamiaje como la cinasa supresora de Ras (KSR).% 8¢

La actividad de Raf estd modulada por proteinas chaperonas como Bagl, 14-3-3%
y la proteina de choque térmico 90 (Hsp90).%° Raf-1 tiene por lo menos 13 sitios de
fosforilacion.® °* Algunos de estos sitios (S43, S259 y S621) estan fosforilados
cuando Raf-1 esta inactiva. Inmediato a la estimulacion celular, el sitio S621 se
desfosforila transitoriamente por una fosfatasa aun no identificada. Las fosfatasas

como la proteina fosfatasa 2A (PP2A), desfosforilan el sitio $259.8* Entonces la
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proteina 14-3-3 se desliga de Raf-1, permitiendo que Raf-1 sea fosforilada en
S338, Y340 y Y341, y en consecuencia se activa. La familia de cinasas Src es
responsable de la fosforilacion en los sitios Y340 y Y341.%

Las fosfatasas que desfosforilan en el sitio S261 y otros sitios de fosforilacion de
Raf, a excepcion del sitio S259, no se conocen. Los sitios Y340 y Y341, sitios
blanco para las cinasas de la familia Src, estan conservados en A-Raf (Y299 y
Y300), pero estdn reemplazados con &acido aspartico (D) en la posicion
correspondiente en B-Raf (D492 y D493).52 %2

Los residuos de acido aspartico cargados negativamente semejan residuos
activados, lo que hace a B-Raf altamente activo. La maxima activacion de Raf-1y
A-Raf requiere tanto de la actividad de Ras como de Src, mientras que la
activacion de B-Raf es independiente de Src.?? El residuo S388 presente en Raf-1
esta conservado entre las tres isoformas de Raf; aunque en B-Raf (S445), el sitio
correspondiente esta fosforilado constitutivamente.®?

La fosforilacion de Raf-1 en el sitio S388 se estimula por Ras y es dependiente de
la cinasa de proteina activada-p21 (PAK).** Otros sitios de fosforilacién de Raf-1
que pueden modular su actividad son: S43, S339, T491, S494, S497, S499, S619
y S621. Se ha observado que la PKC activa a Raf e induce un entrecruzamiento
entre la via de sefialamiento de la PKC y de Ras/Raf/MEK/ERK.”® Se ha
identificado que la PKC fosforila a Raf-1 en los sitios S497 y S499; aunque otros
estudios sugieren que estos sitios no son necesarios para activar a Raf-1.%° La
actividad de Raf estd regulada negativamente por la fosforilacion del dominio de
regulacion CR2. Las proteinas PKA y Akt fosforilan a Raf-1 en el sitio S259 e
inhiben su actividad. Ademas, la proteina Akt o la cinasa regulada por
suero/glucocorticoides fosforila a B-Raf en los sitios S364 y S428 e inactiva su
actividad de cinasa. Estas fosforilaciones en serina de Raf se asocian con la
proteina 14-3-3 e inactivan a Raf.?° Recientemente, se ha demostrado que la

1.82 RKIP es un miembro de

proteina de andamiaje RKIP inhibe la actividad de Raf-
la familia de proteinas de union a la fosfatidiletanolamina. Esta familia multigénica
esta conservada evolutivamente en bacterias, plantas y animales.”’

Interesantemente, RKIP se puede unir a Raf o al médulo MEK/ERK pero no a Raf,

16



Efecto del glutamato sobre la fisiopatogenia de la vitreorretinopatia proliferativa

MEK y ERK juntas. Se sabe que varias isoformas de la PKC fosforilan RKIP en el
sitio S153, lo que lleva a la disociacion de Raf y RKIP. La proteina Hsp90 puede
ayudar a estabilizar a Raf una vez activada. Raf también es blanco de caspasas.
La importancia de Raf-1 en la via de transduccion de sefales Ras/Raf/MEK/ERK
se ha puesto en entredicho ya que se describié que B-Raf es un activador mucho
més potente de MEK en comparacién con Raf-1 y A-Raf.®

MEK1 es una cinasa de proteina dual de tirosina y serina/treonina.”® Su actividad
esta regulada positivamente por la fosforilacién de Ras en los residuos de S en el
dominio catalitico. Los tres miembros de la familia Raf son capaces de fosforilar y
activar MEK pero se ha observado que en diferente grado (B-Raf>Raf-1>A-Raf).*®
El blanco predominante de MEK1 es ERK, en contraste con Raf y ERK que tienen
multiples blancos.®

Las cinasas reguladas por sefales extracelulares 1, 2 (ERK) son cinasas S/T y
cuya actividad esta regulada positivamente por fosforilacion mediada por MEK1 y
MEK2. Las cinasas ERK pueden fosforilar directamente muchos factores de
transcripcion incluyendo Ets-1, c-Jun y c-Myc. ERK también puede fosforilar y

activar la cinasa S6 ribosomal de 90kDa (p90Rs

), que activa consecutivamente al
factor de transcripcion CREB.®” ERK1 y ERK2 son reguladas diferencialmente.
ERK2 ha sido asociada positivamente con proliferacién mientras que ERK1 puede
inhibir los efectos de ERK2 en ciertas células.®

Ras y sus moléculas activadas modulan la expresion de muchas moléculas que
regulan el ciclo celular como p16"™“? p15 ™% y p21°P! y pueden producir la
interrupcion del ciclo celular en la fase G1. p16™, p15 ""“P y n21P! median la
interrupcion prematura en la fase G1 y el subsecuente envejecimiento celular es

dependiente de la via de Ras/Raf/MEK/ERK.2> %
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3. Planteamiento del problema

Aunque los esfuerzos se han dirigido a la identificacién de los componentes que
pueden inducir los cambios morfolégicos y fisiolégicos que se observan en la VRP,
los mecanismos moleculares de estas alteraciones aun no estan claros. Varios
factores han sido asociados con la fisiopatogenia de la VRP, entre ellos, el
PDGF,* bFGF, TGF-B,>* HGF,* 1-6'* asi como II-1B.* Estudios recientes han
demostrado un incremento en las concentraciones de glutamato en el vitreo de
pacientes con desprendimiento de retina de tipo regmatégeno.’®® Ademas, el
glutamato se libera transitoria y excesivamente por la retina durante la isquemia,®
194 provocando degeneracion neuronal en la retina.'®®

Ademas, el glutamato se libera de las neuronas de la retina en respuesta a varios
tipos de estrés, como en el trauma, en la fotocoagulacion, en el desprendimiento
de retina y en la diabetes.! '°° Cuando estos eventos patolégicos se presentan, las
células del EPR proliferan y migran a la retina.*® Por lo tanto, el glutamato podria
estar involucrado en los cambios proliferativos de las células del EPR después del
estrés, asi como durante la cicatrizacion. También se ha observado, que los
antagonistas del glutamato inhiben la proliferacién de las células tumorales.*’
Uchida y cols.*®® demostraron que al tratar células del EPR de rata con glutamato
se estimula la proliferacion de manera dependiente de la concentracion,
principalmente a través de los receptores de tipo NMDA. Por otro lado, Hecquet y

cols.1®®

asi como Liou y cols.'*® demostaron que ERK1/2 juega un papel muy
importante en el control de la proliferacion y migracion de las células del EPR.
Asimismo, se observo que en cultivos primarios de astrocitos, el glutamato induce
proliferacién a través de la activacion de ERK1/2 y de la sintesis de DNA.*! Por lo
anterior, es posible que el glutamato pueda interactuar a través de la via de MAP
cinasas/ERK estimulando la proliferacién de las células del EPR.

A este respecto, las células de EPR humano cultivadas en presencia de suero
sufren una desdiferenciacion morfolégica y pérdida de melanosomas,
paralelamente a cambios en las propiedades bioquimicas y farmacolégicas de los
receptores de glutamato.’* La transformacién fibroblastica del EPR en este modelo

se acompafa asimismo de un incremento en la proliferacion celular, semejante a



la sufrida por las células de la VRP. Este cambio morfologico de las células del
EPR se conoce como transicion epitelio-mesénquima. La transicién epitelio-
mesénquima es una variante de la transdiferenciacion y de un mecanismo bien
reconocido en la dispersién de las células en embriones de vertebrados,*? en la
formacién de fibroblastos en tejidos lesionados,**® o en la iniciacién de metastasis
en el cancer epitelial.'* Por lo tanto, el glutamato también podria inducir la
transicion epitelio-mesénquima de las células del EPR y en consecuencia la

formacién de las membranas en la VRP.

191 Segal RA, Greenberg ME. Intracellular signaling pathways activated by
neurotrophic factors. Annu Rev Neurosci. 1996;19:463-89

192 Diederen RM, La Heij EC, Deutz NE, Kijlstra A, Kessels AG, van Eijk HM, Liem
AT, Dieudonne S, Hendrikse F. Increased glutamate levels in the vitreous of
patients with retinal detachment. Exp Eye Res. 2006;83:45-50.

193 Neal M, Cunningham J. Modulation by endogenous ATP of the light-evoked
release of ACh from retinal cholinergic neurones. Br J Pharmacol. 1994;113:1085-
7

104 Rego AC, Santos MS, Oliveira CR. Oxidative stress, hypoxia, and ischemia-like
conditions increase the release of endogenous amino acids by distinct
mechanisms in cultured retinal cells. J Neurochem. 1996;66:2506-16.

195 Toti P, Morocutti A, Sforzi C, De Santi MM, Catella AM, Baiocchi S. The
subretinal fluid in retinal detachment. A cytologic study. Doc Ophthalmol.
1991;77:39-46.

1% Okisaka S, Liu GJ, Mizukawa A. Comparative histopathological study of free-
running mode and continuous wave Nd:YAG laser photocoagulation of monkey
retina and choroid. Jpn J Ophthalmol. 1991;35:233-58.

197 Stepulak A, Sifringer M, Rzeski W, Endesfelder S, Gratopp A, Pohl EE, Bittigau
P, Felderhoff-Mueser U, Kaindl AM, Buhrer C, Hansen HH, Stryjecka-Zimmer M,
Turski L, lkonomidou C. NMDA antagonist inhibits the extracellular signal-regulated
kinase pathway and suppresses cancer growth. Proc Natl Acad Sci U S A.
2005;102:15605-10.

1% yYchida N, Kiuchi Y, Miyamoto K, Uchida J, Tobe T, Tomita M, Shioda S, Nakai
Y, Koide R, Oguchi K. Glutamate-stimulated proliferation of rat retinal pigment
epithelial cells. Eur J Pharmacol. 1998;343:265-73.

1% Hecquet C, Lefevre G, Valtink M, Engelmann K, Mascarelli F. Activation and
role of MAP kinase-dependent pathways in retinal pigment epithelial cells: ERK
and RPE cell proliferation. Invest Ophthalmol Vis Sci. 2002; 43:3091-8.

110 | jou GI, Matragoon S, Samuel S, Behzadian MA, Tsai NT, Gu X, Roon P, Hunt
DM, Hunt RC, Caldwell RB, Marcus DM. MAP kinase and beta-catenin signaling in
HGF induced RPE migration. Mol Vis. 2002; 8:483-93.

11 Schinkmann KA, Kim TA, Avraham S. Glutamate-stimulated activation of DNA
synthesis via mitogen-activated protein kinase in primary astrocytes: involvement



of protein kinase C and related adhesion focal tyrosine kinase. J Neurochem.
2000; 74:1931-40

112 Hay, E.D. An overview of epithelio-mesenchymal transformations. Acta Anat.
1995; 154:8-20. 18.

113 jwano M, Plieth D, Danoff TM, Xue C, Okada H, Neilson EG. Evidence that
fibroblasts derive from epithelium during tissue fibrosis. J Clin Invest.
2002;110:341-50.

114 Kiemer, A.K., Takeuchi, K., and Quinlan, M.P. Identification of genes involved in
epithelial-mesenchymal transition and tumor progression. Oncogene. 2001;
20:6679-88.



4. Hipotesis

El glutamato activa la via de MEK/ERK en las células de EPR de rata promoviendo

la proliferacion y desdiferenciacion de las células del EPR, que son las principales

caracteristicas de la VRP.

5. Objetivos

5.1. Objetivo general

Investigar la participacion del glutamato en la proliferacion y en la transicion

epitelio-mesénquima de las células del EPR en cultivo, como un modelo para

identificar los mecanismos bioquimicos que intervienen en la generacion de la
VRP humana.

5.2. Objetivos especificos

5.2.1.

5.2.2.

5.2.3.

5.2.4.

5.2.5.

5.2.6.

Desarrollar un modelo experimental de VRP en células de EPR de
rata Long Evans en cultivo.

Caracterizar bioquimica y farmacoldégicamente los receptores de
glutamato en las células del EPR de rata Long Evans.

Evaluar el efecto del glutamato sobre la proliferacion celular en las
células del EPR de rata Long Evans.

Evaluar el efecto del glutamato sobre la transicion epitelio-
mesénquima en las células del EPR de rata Long Evans.

Evaluar el efecto del glutamato sobre la activacion de la via
MEK/ERK

Identificar si la via de MEK/ERK media la proliferaciéon y la transicion
epitelio-mesénquima de las células del epitelio pigmentado de retina

de rata Long Evans cuando se activa por glutamato.
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6. Metodologia
6.1. Cultivo primario de células del EPR

Fueron extraidos los globos oculares de ratas Long Evans de 8 a 10 dias de edad
y fueron colocados en una solucién de Dulbecco’s Modified Eagle’s medium
(DMEM, Gibco BRL, Grand Island, NY) con antibiéticos (penicilina vy
estreptomicina 0.0125%, neomicina 0.025% y nistatina 0.01%). Posteriormente
fueron incubados en DMEM con dispasa (Sigma Chemical Co., St Louis, MO) al
2% por 30 min a 37°C. Al término fueron lavados dos veces con DMEM, se retird
la coroides y la esclera dentro del medio y se extrajo el EPR colocandolo en
solucién Hank's libre de Ca** y Mg* por 15 min. Se centrifugé por 5 min a 2000
rpm, se eliminé el sobrenadante. El EPR se incubd con 2 ml de Hank’s libre de
Ca?*y Mg* con tripsina al 0.1% (trypsin-EDTA, Gibco) por 3 minutos hasta que se
disociaron las células en fragmentos de 2-10 células con ayuda de una pipeta
Pasteur; se detuvo la tripsinizacion afiadiendo exceso de DMEM con 10% SFB
(suero fetal bovino, Gibco) (3ml). Se centrifugd por 5 min a 2000 rpm y se
resuspendié en OptiMEM (Invitrogen, Carlsbad, CA) con SFB al 4% (10 ml). Se
realizo el conteo de las células y las células fueron sembradas en medio OptiMEM
con SFB al 4% en cajas de cultivo en una proporcion de 125, 000 células por

centimetro cuadrado.

6.2. Subcultivo de células del EPR

Se extrajo el sobrenadante de las células de EPR de las cajas de cultivo, se
afadié Tripsina 0.1% y se incubd por 10 min a temperatura ambiente. Se termind
la tripsinizacion afiadiendo exceso de OptiMEM con 4% de SFB. Se raspo la caja
para colectar las células. Se recogio la suspension y se centrifugd a 2000 rpm por
5 min. Se retiré el sobrenadante y se resuspendieron las células en OptiMEM con
4% SFB. Se contaron las células, y fueron sembradas en proporcion de 100,000 a
125,000 células por centimetro cuadrado en OPTIMEM con 4% SFB.

21



Efecto del glutamato sobre la fisiopatogenia de la vitreorretinopatia proliferativa

6.3. Determinacion de la expresibn de la proteina RPE65 por
inmunocitoquimica

Las células del EPR en confluencia, previamente sembradas sobre cubreobjetos,
fueron lavadas dos veces con PBS por 5 min, fueron fijadas con paraformaldehido
al 3.75% por 15 min y a continuacién fueron lavadas dos veces con PBS por 10
min. Fueron permeabilizadas con triton 0.1% por 3 min y fueron lavadas
inmediatamente con PBS y dos veces mas por 5 min. Las células fijadas vy
permeabilizadas fueron bloqueadas con PBS mas Tween 0.1% y albamina 3% por
1h a 4°C, a continuacion fueron incubadas con el anticuerpo primario anti-RPE65
a una dilucién 1:250 toda la noche. La preparacion fue lavada seis veces por 10
min con PBS mas Tween 0.1% y se agreg6 el anticuerpo anti-lgG de raton
conjugado a fluoresceina (FITC) a la misma dilucién que el anticuerpo primario por
2.5 h. Fueron lavadas seis veces por 10 min y se mont6 la preparacion. Las

células fueron observadas en el microscopio confocal FV1000 Olympus Fluoview.

6.4. Evaluacion de la dindmica del citoesqueleto con a-sma por
inmunocitoquimica

Las células del EPR en confluencia, previamente sembradas sobre cubreobjetos,
fueron lavadas dos veces con PBS por 5 min, fueron fijadas con paraformaldehido
al 3.75% por 15 min y a continuacion fueron lavadas dos veces con PBS por 10
min. Las células fijadas fueron bloqueadas con PBS mas Tween 0.1% y albumina
3% por 1h a 4°C, a continuacion fueron incubadas con el anticuerpo primario anti-
a-sma a una dilucion 1:500 toda la noche. La preparacion fue lavada seis veces
por 10 min con PBS mas Tween 0.1% y se agrego el anticuerpo anti-IgG de raton
conjugado a fluoresceina (FITC) a la misma dilucion que el anticuerpo primario por
3 h. Fueron lavadas seis veces por 10 min y se monté la preparacion. Las células
fueron observadas en el microscopio confocal FV1000 Olympus Fluoview. Para
evaluar los cambios inducidos por los diferentes farmacos, 24h después de haber
sembrado las células, se les retiré el suero por 24h mas, y posteriormente se les
agrego glutamato (1 mM) durante 48 h, PD98059 (30 uM) durante 24 h o0 ambos.
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6.5. Evaluacion de la proliferacion de las células del EPR estimulada por glutamato

24 horas después de que las células fueron sembradas, se adicion6 medio sin
suero por 24 h. Posteriormente fue adicionado glutamato monosédico en
concentracion de 0 (control), 0.25, 0.5 y 1.0 mM. Para analizar la proliferacién en
estas células, se utilizé la solucion de proliferacion celular CellTiter 96® a los 2
dias del tratamiento. El ensayo de proliferacién con la solucion CellTiter 96® es un
método colorimétrico que se utiliza para determinar el numero de células viables
en ensayos de proliferacion: utiliza la conversién celular de la sal tetrazolio (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio, sal inerte;
MTS) en un producto formazan, que se puede detectar con un espectrofotometro a
una longitud de onda de 490 nm. Para evaluar la acciéon de los agonistas de
glutamato, a las 24 h después de que las células se cultivaron se adiciond
glutamato monosoédico (1mM), ACPD: agonista de los receptores de glutamato
metabotropicos (1 mM), AMPA: agonista de los receptores de glutamato
ionotropicos de tipo AMPA (1 mM), NMDA: agonista de los receptores de
glutamato ionotrépicos de tipo NMDA (1 mM). Para evaluar la accion de los
antagonistas, estos fueron adicionados 30 min antes de tratar a las células con
glutamato a las siguientes concentraciones: MCPG 300 uM (antagonista de los
receptores de glutamato de tipo metabotrépicos), CNQX 300 uM (antagonista de
los receptores de glutamato de tipo AMPA) y MK-801 50 uM (antagonista de los
receptores de glutamato de tipo NMDA).

6.6. Cuantificacién de los receptores de glutamato por la técnica de unién

de radiologando empleando glutamato—H?
A los cultivos en confluencia (7 dias) se les retir6 el medio de cultivo y fueron
lavadas dos veces con Tris-HCI 0.05 M (pH 7.4), las células fueron cosechadas en
este buffer, posteriormente fueron transferidas a un homogenizador para

romperlas, en frio, utilizando un homogenizador vidrio - vidrio. Fueron dejadas en
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hielo durante 15 minutos. Después fueron centrifugadas durante 20 minutos a
28,000 rpm (rotor 50 Ti) en la ultracentrifuga a 4°C. El sobrenadante fue retirado,
la pastilla fue resuspendida en el mismo buffer y se volvié a centrifugar. Fueron
lavadas dos veces mas, y en el ultimo lavado antes de centrifugar se tomé una
alicuota para determinar la proteina por el método de Bradford.'*® Para el ensayo
de unién especifica de Glutamato — H*, fueron utilizadas membranas totales,
previamente lavadas. La pastilla fue resuspendida en un volumen para tener 25 ug
prot/155 ul del buffer que se us6 en el ensayo. Se agrego a todos los tubos 10 pl
del compuesto radiactivo, (*H-Glu =50 nM). Se agreg6 a los tres primeros tubos 10
ul de buffer y a los tres restantes 10 ul del compuesto frio como competidor de la
union especifica del glutamato — H*, (Glu 10ul/175ul = 1 mM). Se administr6 a
todos los tubos 155 pl de la suspensién de membranas y fueron incubados a 4°C
durante 10 min. La reaccion fue detenida por centrifugacion durante 2 minutos. El
sobrenadante fue retirado, se les agreg6 buffer frio y fueron lavados dos veces. Se
agrego 100 ul de SDS al 2% al pellet, y se dejé aproximadamente 12 horas para
que se digiriera completamente. Finalmente cada tubo fue colocado en un vial,
fueron agregados 5 ml de centelleador (tritosol), fueron agitados y la radioactividad
fue medida en un contador de centelleo liquido.*'® Se llevé a cabo experimentos
de competencia con diferentes agonistas (AMPA: receptor ionotropico de tipo
AMPA, NMDA: receptor ionotropico de tipo NMDA, trans-ACPD: receptores
metabotropicos) y antagonistas de los receptores de glutamato, (CNQX: receptor
ionotropico de tipo AMPA/KA, MCPG: receptorores metabotropicos, APV: receptor
ionotropico de tipo NMDA). Con los datos obtenidos fueron calculadas las
constantes cinéticas de los receptores (nimero de sitios y afinidad) por el método
de Eadie-Hofstee, modificacién de Scatchard. Mediante el uso de agonistas y
antagonistas especificos, se establecio el perfil farmacolégico para definir los
subtipos de receptor de glutamato presentes en la membrana. Todos los

experimentos fueron realizados por triplicado.

6.7. Analisis de inmunodeteccion para Erk1/2 y a-sma en células del EPR

de rata
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Las células de EPR de rata fueron utilizadas a los 7 dias de cultivo. Fueron
incubadas en medio OPTIMEM sin SFB la noche anterior. Las células fueron
lavadas tres veces con Krebs Ringer bicarbonato especial para EPR (KRBE). Las
células fueron incubadas de acuerdo al siguiente protocolo: para evaluar el efecto
de la concentracién del glutamato sobre la activaciéon de ERK las céluas fueron
estimuladas con 0.5, 1.0 y 2.0 mM de glutamato por 10 min; para evaluar el patrén
de activacién de ERK fueron estimuladas con 1.0 mM de glutamato por 1, 5, 10,
15, 30, 45, 60 y 90 min; para evaluar la participacion de los agonistas sobre la
activacion de ERK fueron estimuladas con 1.0 mM de ACPD, AMPA y NMDA, los
antagonistas de los receptores de glutamato fueron agregados 30 min antes de
estimular con glutamato 1.0 mM a una concentracion de 300 uM CNQX y MCPG y
50 uM de MK-801. Al terminar el tiempo de incubacion las células fueron lavadas
una vez con KRBE. Se agrego buffer de lisis (Tris-HCIl pH= 7.4 50 mM, NaCl 150
mM, EDTA 10 Mm, SDS 0.1%, Triton 1%, Chaps 1%, NP40 0.5%, BSA [Albumina
bovina] 0.1%) con inhibidores de proteasas y fosfatasas, y las células fueron

lisadas. Se agregd buffer Laemmli*'’

a los inmunoprecipitados y las muestras
fueron hervidas por 5 min. La separacion de las proteinas fue realizada por
electroforesis en un gel de poliacrilamida al 12% a 30 V y fueron
elestrotransferidas a una membrana de PVDF. Después de bloquear las
membranas por 30 min a temperatura ambiente, fueron incubados con los
anticuerpos primarios -MAP cinasa ERK1/ERK2 (pThr202/Tyr204, 1:1 000,
Calbiochem) por 36 h, anti-ERK1/2 (1:10 000; Calbiochem), anti- a-sma (1:10 000,
Sigma) y anti-actina (1:5 000, Calbiochem) por 1 h. Se revel6 con substrato

quimioluminiscente para peroxidasa (ECL, Amersham).
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7. Resultados

7.1. Las células del EPR en cultivo son un modelo experimental para

estudiar la VRP

Se desarrollo el cultivo y subcultivo de células del EPR de rata Long Evans para
estandarizar un modelo experimental que permita el estudio “in vitro” de la VRP.
Fueron utilizados cultivos primarios de células de EPR y también el subcultivo 5.
Se observa que las células de los cultivos primarios presentan una morfologia
tipica poligonal con presencia de melanosomas (Figura 1A). A partir del subcultivo
3, las células pierden la forma epitelial de tipo hexagonal, se transforman a una
morfologia aplanada, fusiforme, semejando fibroblastos, pierden el pigmento y
llegan a confluencia en menor tiempo (Figura 1B). Por medio del analisis
inmunocitoquimico de la proteina a-sma se observa que las células presentan
fibras de estrés, en el cultivo primario también se observan dichas fibras, aunque
en menor proporcion, debido probablemente al estrés propio del cultivo (Figura
1E). Las células de los subcultivos muestran mayor cantidad de fibras lo que
confirma el cambio de morfologia (Figura 1F). Estos resultados son compatibles
con los reportados por Lépez-Colomé y cols.”* donde se demostré que las células
del EPR humano cultivadas en presencia de suero sufren una transformacion
morfologica y pérdida de la melanina, paralelamente a cambios en las propiedades
bioquimicas y farmacolégicas de los receptores de glutamato.
La transicion epitelio-mesénquima del EPR en este modelo se acompafa asi
mismo de un incremento en la proliferacion celular, semejante a la sufrida por las
células de la VRP. La proteina RPE65 participa en la trans-isomerizacion del
retinol en el EPR, y se considera un marcador bioquimico de las células del
EPR.M® Para caracterizar las células del EPR de cultivos primarios y las células
transformadas de los subcultivos, se determind la expresion de la proteina RPE65
por medio de analisis inmunocitoquimico (Figura 1C y D). Los resultados muestran
gue aunque las células transformadas tienen una menor intensidad de la proteina
RPEG65, dicha proteina esta presente (Figura 1D), por lo tanto las células en los
subcultivos con morfologia en forma de huso son células epiteliales y se descarta

una posible contaminacion con fibroblastos de otro tejido. Consecuentemente se
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concluye que las células de EPR de rata en cultivo son un modelo adecuado en

donde se puede estudiar la transicion epitelio-mesénquima.

Cultivo primario Subcultivo 5

RPEG5

a-sma

Figura 1. Caracterizacion de las células de EPR en cultivo. A. Las células de
cultivo primario de EPR de rata, en confluencia (7 dias), muestran una morfologia
epitelial y melanosomas. B. Las células de EPR de rata en el subcultivo 5, al 85%
de confluencia (4 dias), muestran una morfologia aplanada en forma de huso
(fibroblastica) y pérdida de melanosomas. C. Inmunodeteccion de la proteina
RPEB65 en las células de EPR de rata de cultivo primario. D. Inmunodeteccién de la
proteina RPE65 en células de EPR de rata en el subcultivo 5. E. Inmunodeteccion
de la proteina a-sma en células del EPR de rata de cultivo primario. F.
Inmunodeteccion de la proteina a-sma de células de EPR de rata en el subcultivo
5. Ay B, microscopia de luz. C-E, microscopia confocal.
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7.2. Caracterizaciéon bioguimica de los receptores de glutamato en células
del EPR de rata

Los receptores de glutamato en las células de EPR de rata no han sido
caracterizados. En este estudio los receptores de glutamato en las células de EPR
de rata Long Evans fueron caracterizados. Se midié la unién especifica de Glu-H?
a membranas de células de EPR de cultivo primario. La unién a Glu-H® mostré ser
saturable en una concentracion de 50 nM a 2.5 mM. Por el analisis de Eadie-
Hofstee, modificacién de Scatchard, se obtuvo una BMAX (nimero de receptores)
de 45.89 pmol/mg prot y una Kb (afinidad de los receptores) de 260.9 nM (Figura

2A). Estos resultados concuerdan con los reportados anteriormente para las
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Figura 2 . Caracterizacion de los receptores de glutamato en cultivo primario de
células de EPR de rata. A. Curva de saturacion y analisis de Scatchard de la union
especifica del glutamato a las membranas de EPR de rata. Los experimentos se
realizaron utilizando 50-2500 nM de Glu-[H%. La unién no especifica se definié en
presencia de 1mM de glutamato frio. Los resultados son el promediozE.E. de tres
experimentos independientes realizados por triplicado. B. Desplazamiento de la
union de Glu-[H%] por sus agonistas. C. Desplazamiento de la unién de Glu-[H?] por
sus antagonistas. Los experimentos se realizaron utilizando 50 nM Glu-[H*] como
ligando; todos los agonistas y antagonistas se utilizaron a una concentracion de
1mM. Los datos estan expresados como el promedio+E.E. de cuatro experimentos
independientes realizados por triplicado.
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células de EPR de humano y pollo.”® ™ Al realizar el ensayo por competencia
empleando agonistas y antagonistas especificos para cada subtipo de receptor, se
demostré la presencia de los tres tipos de receptores de glutamato: AMPA, NMDA
y metabotropicos, predominando los dos ultimos (Figura 2B y C), e igualmente

coincidiendo con las células de EPR humano y de pollo descritos anteriormente.

7.3. El glutamato estimula la proliferacion de las células del EPR a través de
la activacion de receptores especificos

Después de que se demostrd la interaccién del glutamato con sus receptores
especificos, se exploré el efecto del glutamato sobre la proliferacién de las células
del EPR. Para descartar alguna contaminacion de los resultados por los efectos de
los componentes del suero, las células permanecieron sin suero 24 h antes del
experimento. Se observd que la proliferacion en células de EPR de rata, al ser
cultivadas con diferentes concentraciones de glutamato, tienen una respuesta
directamente proporcional: 0.25, 0.5 y 1.0 mM de glutamato incrementa la
proliferacion en 50% (p<0.05), 61% (p<0.01) y 97% (p<0.01), respectivamente
(Figura 3A). Se observd la misma tendencia al cultivarlas en presencia de los
agonistas de glutamato: NMDA, AMPA y ACPD (Figura 3A). El incremento en la
proliferacion de las células del EPR estimulada por el glutamato se inhibe
principalmente por los antagonistas de los receptores NMDA y de los de tipo
AMPAJ/KA; asi como de los metabotrépicos pero en menor proporciéon (Figura 3B).
Estos hallazgos sugieren que aunque hay una mayor participacion de los
receptores de tipo NMDA sobre la proliferacion de las células del EPR, los
receptores de tipo metabotropicos y AMPA/KA también tienen un efecto

significativo.
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Figura 3. La estimulacién de la proliferacion de las células del EPR por glutamato
estd medida por los receptores ionotropicos y metabotrépicos. A. La estimulacion
de la proliferacion de las células del EPR por glutamato fue directamente
proporcional a la dosis. Los tratamientos (glutamato o agonistas del receptor de
glutamato; 0.25, 0.5 y 1.0 mM) se afadieron 72 h después de que las células
estuvieron libres de suero por 24 h. B. Los antagonistas selectivos de los diferentes
tipos receptores de glutamato inhiben la estimulacion de la proliferacién de las
células del EPR por glutamato. Los resultados son el promediotE.E. de tres
experimentos independientes realizados por triplicado. * p<0.05, **p<0.01, ***
p<0.001.
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7.4. El glutamato activa la via de MEK/ ERK 1/2 las células del EPR de rata
Dentro de la familia de las MAP cinasas, la activacion de ERK 1/2 esta tipicamente
asociada con la sobrevivencia celular, la proliferacién y la diferenciacién.'®* *°
Estudios en neuronas han mostrado que los tres subtipos de receptores
ionotropicos y los tres subgrupos de mGIluRs estimulan la via de las MAP cinasas.
En este estudio se demostré que la maxima fosforilacién (activacién) de la cinasa
Erk1/2 se lleva a cabo a los 10 min de estimulacion con 1 mM de glutamato,
manteniéndose constante hasta los 90 min de estimulacion (Figura 4C y D). Se
muestra que la activacion de ERK 1/2 por glutamato es dosis dependiente (Figura
4A y B). Se observa que los diferentes agonistas de los receptores de glutamato
contribuyen de igual manera en la activacion de ERK 1/2 (Figura 4E y F). Aunque
todos los antagonistas inhiben de manera significativa la activacion de ERK
estimulada por glutamato, la inhibicion por MK-801 fue la mas potente (Figura 4G
y H), indicando que el glutamato activa ERK 1/2 principalmente a través de los
receptores de NMDA. La via de sefialamiento intracelular Ras/Raf/MEK/ERK tiene
una funcién esencial en la proliferacion y en la muerte celular programada. La
localizacion de ERK1/2 en la via de sefialamiento es determinante para la funcion
de estas cinasas y al ser estimulada se transloca al nucleo, donde activa factores
de transcripcién que intervienen en la regulacion de la expresion de proteinas del
ciclo celular.** **! Hecquet y cols.'® demostraron que esta via esta involucrada en
la regulacion de la proliferacion del EPR humano inducida por suero. Por lo tanto,
los resultados sugieren que el glutamato activa la via de las MAP cinasas/ERK,
induciendo la proliferacion de las células del EPR de rata en cultivo.

Varias cinasas directa o indirectamente fosforilan a ERK, y dado que es el Unico
substrato conocido para la cinasa MEK, se evalud si la activacion de MEK es
responsable de la fosforilacién inducida por glutamato. El tratamiento de las
células de EPR con 30 uM del inhibidor de MEK, PD98059, por 12 horas previas a
la estimulacion con glutamato, inhibid la activacion de ERK inducida por glutamato
(Figura 5B). Por lo tanto los resultados sugieren que la estimulacién tanto de los
receptores metabotropicos como ionotropicos pueden inducir la proliferacién

celular al activar la via de las MAP cinasas MEK/ERK 1/2.
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Figura 4. La activaciéon de ERK1/2 por glutamato esta inducida principalmente por
la estimulacion del receptor de tipo NMDA. A las células de cultivo primario de EPR
se les retird el suero 24 h antes del ensayo. A. Las células se trataron con 0.5, 1.0
y 2.0 mM de glutamato por 10 min. La fosforilacion de ERK1/2 es dosis-
dependiente. B. Representacion grafica de A. C. Las células se trataron con 1.0
mM de glutamato por diferentes tiempos. La activacion maxima de ERK 1/2 fue a
los 10 min y se sostuvo hasta los 90 min. D. Representacién grafica de C. E. Los
agonistas de los receptores de glutamato tanto metabotropicos como ionotrépicos,
a una concentraciéon de 1mM, activaron con la misma eficiencia a ERK1/2. F.
Representacion grafica de D. G. La activacion de ERK inducida por glutamato se
evitd con los antagonistas selectivos de los diferentes subtipos de los receptores de
glutamato, principalmente los de NMDA. H. Representacion grafica de G.
Concentracién de farmacos: 300uM MCPG y CNQX; 50uM MK 801; 1 mM
glutamato. Las graficas muestran el andlisis densitométrico de los geles
PAGE/SDS seguida de la inmunodeteccion por anti-ERK y anti-p-ERK. Los
resultados son el promedio£E.E. de tres experimentos independientes. * p<0.05, **
p<0.01, *** p>0.001.

32



Efecto del glutamato sobre la fisiopatogenia de la vitreorretinopatia proliferativa

7.5. La activacion de la via de MEK-ERK1/2 media la proliferacion celular
estimulada por glutamato en las células del EPR de rata

Previamente se mostrd que el glutamato activa la via de sefialamiento MEK/ERK,
involucrada en el control de la proliferacion. Por ello se analiz6 el efecto del
inhibidor especifico de MEK, PD98059, sobre el control de la proliferacion celular.
Como se muestra en la figura 5A, el PD98059 administrado 12 h antes de la
estimulacion, inhibié completamente la proliferacién estimulada por el glutamato.
Por lo tanto, es necesaria la activacion de la via MAPK/ERK1/2 para que el
glutamato estimule la proliferacién de las células del EPR.
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Figura 5. La activacion por glutamato de la via de las MAP cinasas estimula la
proliferacion de las células de EPR. A. La proliferacion inducida por 1mM de
glutamato se evité al tratar las células con el inhibidor especifico de MEK,
PD98059. B. La fosforilacion de ERK1/2 inducida por glutamato se evité por el
inhibidor de MEK, PD98059. Los resultados se expresaron como el promedioE.E.

del analisis densitométrico de tres experimentos independientes. Se utilizaron 30
UM PD98059 y 1mM glutamato. * p<0.05, ** p<0.01.
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7.6. La activacion de la via ERK1/2 promueve la desorganizacion de la o-

sma en las células del EPR de rata

En paralelo con el aumento en la proliferacion, las células del EPR muestran un
cambio fenotipico llamado transicion epitelio-mesénquima. Antes, se demostré que
la activacion de ERK por glutamato estimula la proliferaciéon de las células del
EPR. Ahora, se exploré el efecto del glutamato sobre la morfologia de las células
del EPR utilizando microscopia confocal para evaluar la expresion de las fibras de

a-sma, una proteina marcadora de miofibroblastos'?* ***

y el cambio fenotipico de
las células del EPR.'** La inmunocitoquimica para o-sma mostré6 que el
tratamiento con glutamato desorganizoé las fibras de estrés de a-sma (Figura 6B)
presentes en las células de cultivo primario sin tratamiento probablemente por el
estrés que producen las condiciones “in vitro” en las células (Figura 6A). La
cuantificacion de la intensidad relativa de la fluorescencia mostro una disminucion
de 1062 + 108.9 pixeles por célula (n=29) en las células control a 676.3 = 40.44
pixeles por célula (n=30) en los cultivos tratados con glutamato (Figura 6E),
ademas de una reduccion significativa en la expresion de a-sma evaluada por
analisis de Western blot (Figura 7). Los efectos inducidos por el glutamato sobre la
organizaciéon y expresion de la proteina a-sma se previno al tratar las células del
EPR, con 30 uM de PD98059, previamente a la estimulacion con glutamato
(Figura 6D). Por lo tanto, los resultados sugieren que la activacién de la via de
MEK-ERK1/2 por el glutamato esta involucrada en la desorganizacion de la a-sma

gue se requiere para la movilidad de las células del EPR.
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Figura 6. La activacion de la via MEK/ERK por glutamato desorganiza la actina en
las célula de EPR. Los tratamientos se agregaron después de 24 h que las células
se mantuvieron en ausencia de suero. A. Se observan fibras de estrés en los
cultivos sin tratar. B. La estimulacién con 1 mM de glutamato por 48 h disminuye
significativamente la presencia de fibras de estrés. C. 30 uM PD98059 no afect6
significativamente las fibras de estrés, pero evité la transformacién morfologica
inducida por glutamato (D). La cuantificacion de la fluorescencia relativa de la
proteina a-sma se muestra en la figura E. t de Student, ** p<0.01.
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Figura 7. La activacion de la via MEK/ERK por glutamato disminuye la expresion
de la proteina a-sma en las células de EPR. Las células de EPR se mantuvieron
sin suero 24 h antes de tratarlas con 1mM glutamato por 10 min, 30 uM del
inhibidor de MEK PD98059 por 12 hrs, o con el inhibidor de MEK seguido del
glutamato. La inmunodeteccion de la proteina se realizé con el anticuerpo anti-a-
sma, y anti-F-actina como control. Los resultados estan expresados como el
promedio £ E.E. de la razén a-sma/F-actina en tres experimentos independientes. t
de Student, * p<0.05.
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8. Discusién

El tratamiento y la prevencion de la VRP requieren que se determinen los
mecanismos moleculares que estan involucrados en su desarrollo. La VRP se
debe considerar una enfermedad multifactorial causada por la interaccion de
varias células y estimulos. En respuesta al desprendimiento de retina o a la cirugia
de retina,® las células del EPR presentan alteraciones morfolégicas, en paralelo
con la proliferacion celular asi como migracién dentro del humor vitreo. Estos
factores condicionan la formacién de las membranas caracteristicas en la VRP.
Varios factores promueven esta transformacion, ademas de que sus
concentraciones en el humor vitreo estan elevadas en pacientes con VRP, entre
estos se encuentran el PDGF,* TGF-B," bFGF,* IL-6,'" IL-1B" y HGF.>" Més
recientemente, se han detectado concentraciones elevadas de glutamato en el
humor vitreo de pacientes con desprendimiento de retina,'> asi como en
pacientes con retinopatia diabética proliferativa.*?® Cuando la retina sufre un dafio,
se liberan cantidades excesivas de glutamato debido probablemente a hipoxia, y
se ha observado que este glutamato participa en la activacion de las células del
EPR durante el proceso de cicatrizacién. Sin embargo, el papel del glutamato a
nivel molecular en el desarrollo de la VRP no se ha explorado.

El presente trabajo demuestra que las células del EPR en cultivo son un modelo
adecuado para estudiar la participacion del glutamato en la transformacion celular
caracteristica de la VRP. Ademas, el trabajo confirma que la expresion de los
receptores ionotropicos y metabotropicos de glutamato en estas células, exhiben
las caracteristicas bioquimicas que previamente se habian reportado para estos
receptores en el cerebro asi como en las células del EPR de pollo y humano.
Conjuntamente se demostrd que el cultivo en presencia de suero, genera que las
células del EPR presenten transdiferenciacion, aunque retienen su naturaleza
epitelial:*® '*° las células se transforman a fibroblastos, pierden melanosomas e
incrementan la proliferacion celular,’* principales alteraciones observadas en la
VRP. Con este modelo, se explord el efecto del glutamato sobre la proliferacion y
la transicion epitelio-mesenquima en las células del EPR.
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Los hallazgos de este trabajo confirman que el glutamato estimula la proliferacion
de las células del EPR, principalmente a través de los receptores de tipo NMDA,
ya que el efecto se evité totalmente al utilizar el MK-801, inhibidor especifico del
canal del receptor. Esto concuerda con resultados previos en donde el efecto del
glutamato no se aislé de la participaciéon que pudiera tener el suero,*® ya que se
demostré, aunque en menor proporcion, que la activacion de los receptores de
AMPA y metabotropicos indujeron la proliferacién, indicando que el glutamato
puede activar multiples vias intracelulares que convergen en la activacion de las
células del EPR. En otros estudios se ha reportado el efecto trofico del glutamato
tanto en neuronas en desarrollo como maduras. El glutamato interviene durante el
desarrollo temprano del telencéfalo anterior al promover la proliferacion de las
neuronas progenitoras del estriado por un mecanismo dependiente de los
receptores de NMDA,**" asi como en la neurogénesis de las células granulares de
precursores neuronales preexistentes sensibles tanto a AMPA como a NMDA en
tejido del hipocampo postnatal temprano.'?® Tanto los receptores inotrépicos como
metabotropicos de glutamato estdn implicados en la promocion de la
sobrevivencia de las neuronas y de la proteccidon de agresiones por parte del
medio.lzg 130 131

La via de Ras/Raf/MEK/ERK es una de las principales cascadas de sefalamiento
que se activa a través de diferentes rutas por aminoacidos excitadores.'®
Particularmente en las células del EPR, se ha demostrado que el suero induce
proliferacion al activar la via Ras/Raf/MEK/ERK.'® En este trabajo se proporciona
evidencia en donde se liga la estimulacion de glutamato a la activacion de ERK1/2
y la proliferacién. Varios estudios han establecido el papel de los receptores de
NMDA en la regulacion de la via de MAP-cinasas, mediando el crecimiento celular
asi como la proliferacion, la diferenciacion y la sobrevida en varios tipos
celulares.”®® En este trabajo se demostré que el tratamiento con glutamato
incrementa significativamente la fosforilacion de ERK1/2, principalmente a través
de la activacion de los receptores de NMDA y AMPA/KA. La proliferacion y la
activacion de ERK1/2 disminuy6 significativamente por la inhibicion de los
receptores de NMDA y AMPA/KA por el MK-801 y la CNQX respectivamente,

38



Efecto del glutamato sobre la fisiopatogenia de la vitreorretinopatia proliferativa

sugiriendo que ambos efectos estan causalmente relacionados. Estos resultados
fueron posteriormente confirmados por la inhibicion de ambos efectos por el,
inhibidor especifico de MEK, PD98059.

Aunque muchos factores se han asociado al efecto tréfico del glutamato, el
sefialamiento mediado por Ca?* es critico. Si bien las concentraciones de Ca** se
pueden elevar por varios mecanismos, este efecto se le puede atribuir a la
actividad selectiva de los canales tipo — L y a los receptores de NMDA que activan

134 El complejo Ca*-CaM media la

el sefialamiento de calmodulina (CaM).
activacion del factor de intercambio Ras-GRF1 y la activacion de la GTPasa-Ras
SynGAP (Figura 8).'* 3 Krapivinsky y cols.®® mostraron que en neuronas,
utilizando un dominante negativo de RasGRF1, se inhibe la activacion de ERK
dependiente de NMDA. Esto sugiere que RasGRF1 es un intermediario crucial
entre los receptores de NMDA y la activacion de ERK. La interaccion entre NR2B y
RasGRF1, y la demostracion de que al interrumpir esta interaccion disminuye la
activacion de ERK dependiente de NMDA, sugieren que la subunidad NR2B
vincula directamente a los receptores de NMDA con la activacion de ERK. Dicha
relacion, el papel regulador de ERK en la proliferacion de las células del EPR, y
los hallazgos de este trabajo sugieren que la via de Ras/Raf/MEK/ERK tiene un
papel importante en el control de la proliferacién de las células del EPR inducida
por glutamato a través de los receptores de NMDA. Ademas, estudios realizados
principalmente en neuronas han mostrado que la estimulacion del receptor de
NMDA lleva a varios efectos opuestos sobre la fosforilacion de ERK, dependiendo
de la poblacién especifica de receptores que se activan.’*® Mientras ERK se
fosforila por la estimulacién de los receptores sinapticos de NMDA, la fosforilacion
de ERK se inhibe por la estimulacién de los receptores extrasinapticos.** Esta
informacion sugiere que la actividad de ERK esta regulada por los receptores de
NMDA dependiendo de la entrada diferencial de calcio determinada por el tipo de
subunidades que componen al receptor,*° los receptores de NR1/NR2B muestran
una alta permeabilidad al calcio en comparacién con los receptores NR1/NR2A.***
142 Aunque la composicién de las subunidades de los receptores de NMDA en las

células del EPR aun no esta claro, se sabe que la estimulacion con calcio activa la
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PLC y la PKC, ademas de la cinasa de calmodulina, todas estas conocidas

como activadoras de ERK.'%3

Se han estudiado en las células de la glia radial de pollo en cultivo, los efectos del
glutamato y sus anélogos estructurales, NMDA, KA y AMPA, sobre la activacion
de MAPK/ERK.*** El glutamato, NMDA, AMPA y KA indujeron un incremento en la
actividad de ERK 1/2 dosis- y tiempo dependiente. Ademas, la respuesta de
AMPA y KA se bloqued con CNQX y la respuesta a NMDA se bloqueé con CPP
indicando que el incremento en la actividad de ERK1/2 esta mediada por los
subtipos de receptores de glutamato de AMPA/KA y NMDA. Algunos autores han
sugerido que los efectos de los agonistas de los receptores de tipo AMPA/KA es
indirecto. Al respecto Vaccarino y cols.* estudiaron la induccién de factores de
transcripcion en cultivos de neuronas corticoestriadas en respuesta al glutamato, y
concluyeron que el efecto de los receptores de tipo no-NMDA se debe a la
liberacién de Mg?* dependiente de la despolarizacién que bloguea a los receptores
de NMDA. En el trabajo de Bading y cols.** el glutamato o NMDA inducen la
transcripcion de genes tempranos de neuronas de hipocampo en cultivo,
bloqueandose el efecto por el antagonista de los receptores de tipo NMDA, APV vy,
en menor proporcion por los antagonista de los receptores de tipo AMPA/KA,
CNQX y APV, sugiriendo un mecanismo indirecto. En este trabajo, también se
demuestra que, ademas de la activacion de los receptores de NMDA, los
receptores de AMPA incrementaron la fosforilacion de ERK. Como se discutid,
este efecto puede deberse a la entrada de calcio a través de los receptores de

2+ 147 y a la consiguiente activacion de CAMKII y PI3K.*

AMPA permeables a Ca
En este trabajo se encontré que la contribucion de los receptores metabotrépicos
fue limitada, apoyando que la activacion de ERK por glutamato es un proceso
dependiente de Ca?' principalmente, mediada por receptores ionotrépicos, de
manera concordante con estudios previos en neuronas.*°

La fosforilacion de ERK1/2 puede activar varios factores de transcripcion como
Elkl, SAP-1, Mnk1/2, MAPKAP-K1/p90Rsk, que estan asociados con la expresion

de genes tempranos inmediatos que llevan a la proliferacion.**® Recientemente se
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demostré que la fosforilacion de ERK y el aumento en la expresion de la ciclina
D1, seguido del desprendimiento de retina, aumentan la proliferacion de la glia de
Miller,*>* el segundo principal componente de las membranas epirretinales en la
VRP.

Junto con la proliferacion y la migracién, la transformaciéon morfologica de las
células del EPR es una de las caracteristicas de la VRP. La desdiferenciacion y
los eventos adaptativos son observados comunmente en las células en cultivo y
en varias enfermedades. Casaroli-Marano y cols.*® indican que la transicién
epitelio-mesénquima de las células del EPR se da tanto in vivo como in vitro y se
explica como una transicion epitelio-mesénquima. Los epitelios en tejidos adultos
0 maduros pueden presentar transicion epitelio-mesénquima debido a estrés

13 152 ¢ Jesion,'*? 2 |o que resulta en la produccion de

producido por inflamacion,
fibroblastos y fibrogénesis. La via de sefialamiento de MEK1/2 — ERK1/2 es un
determinante importante de la conversion fenotipica epitelio — mesénquima. Se
encontré en este trabajo que la activacion de ERK1/2 por glutamato, ademas de
inducir un incremento en la proliferacion, induce también la regulacion reversible
del marcador mesenquimal, la expresién de la proteina a-sma,*?? = 7 y sy
ensamble en fibras, que se correlaciona con la pérdida de la unién célula — célula
y permite la movilidad y la subsecuente migracion de las células del EPR cuando
estan expuestas a altas concentraciones de glutamato. Las sefiales que controlan
el cambio de la activacion de ERK a diferentes funciones como proliferacion y
transformacion, no se encuentran dilucidados. Nuestros hallazgos muestran que el
glutamato modula este proceso actuando a través de los receptores de NMDA vy
es consistente con estudios en neuronas donde se muestra que el receptor de
NMDA estd acoplado a la via de ERK por una interaccion directa entre la
subunidad NR2B y RasGRF1, un factor liberador de RAS-guanina-nucleétido
dependiente de Ca?*/calmodulina.**” Ademas, se ha visto que la inhibicién de los
receptores de tipo NMDA suprime el crecimiento de las células tumorales al inhibir

la via de ERK,'’ lo que concuerda con los resultados mostrados en este trabajo.
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La evidencia permite especular que la activacion de ERK inducida por los
receptores de NMDA y metabotropicos en las células de EPR de rata puede
converger en la activacion de ERK a través de la via de Ras/Raf/MEK/ERK debido
a la elevacion de las concentraciones intracelulares de calcio, diversificando la
respuesta de ERK para controlar ya sea la proliferacion o la dindmica del
citoesqueleto (Figura 9). Muchos trabajos hay al respecto que apoyan esta

informacién en neuronas.
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Figura 8. Activacion de la via ERK1/2 por los diferentes subtipos de receptores de
glutamato.
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En distintos tipos celulares, la activacion de Ras se ha relacionado con la
desorganizacion de la actina a través de la activacion de la via
Ras/Raf/MEK/ERK.** 1*° Estudios previos en células transfectadas con el
oncogén Ras han establecido un entrecruzamiento entre la via de
Ras/Raf/MEK/ERK con la via de Rho/ROCKI-Rho cinasa, la cual juega un papel
importante en el control de la actina asi como en la migracion e invasion durante la
tumorigénesis.** '*° Varios hallazgos han demostrado que la activacién sostenida
de ERK por la transformacion del oncogén Ras, regula ROCKI y Rho cinasa, dos
efectores de Rho que se requieren para la formacion de fibras de estrés de actina.
La subfamilia de GTPasas de Rho: Rho, Rac y Cdc42 controlan la reorganizacion
de la actina.®®” Rho regula el ensamble de las fibras de actina y de las uniones
focales a través de la activacién de mDia y de las cinasas ROCKI/Rho-cinasa.**®
159 180 pho-cinasa a su vez activa LIM-cinasa, que subsecuentemente fosforila a la
cofilina inhibiendo su actividad despolimerizadora lo que contribuye a la
estabilizacién de la actina.'®* %2 %3 14 Aunque la activacién de Rho promueve el
desarrollo de fibras de estres y de uniones focales, la via de Ras inhibe la
actividad de Rho. Esto se explica por la inhibicion de ROCKI y Rho-cinasa por
ERK1/2 que resulta en la disminucion de la fosforilacion de la cofilina,
demostrando que la inhibicién de la via Rho-cinasa/LIM-cinasa/cofilina interviene
en la organizacion de las fibras de actina. Por lo tanto nuestros resultados
sugieren que la activacion de ERK por la estimulacién del glutamato de
Ras/Raf/MEK puede estar involucrada en la desorganizacion de las fibras de a-
sma y en la disminucion de la expresion de a-sma, como resultado de inhibicion

de la via dependiente de las cinasas ROCKI/Rho (Figura 9).**°
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Aungque muchos factores pueden contribuir a la induccion de la VRP, este trabajo
apoya la participacion del glutamato en la patogénesis de la VRP, a través de un
mecanismo similar a la transformacion oncogénica por Ras, que favorece un
aumento en la proliferacion y la perdida de fibras de actina, que contribuye a
aumentar la movilidad de las células transformadas y que puede estar involucrado
en la fisiopatogenia de la VRP. Por ultimo son importantes estudios futuros sobre
las interacciones entre los diferentes factores que intervienen en la proliferacion,

desdiferenciacion, y migracién de estas células.
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9. Conclusiones

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Se desarroll6 un modelo experimental que permite el estudio in vitro de la
VRP.

Los receptores de glutamato se caracterizaron por primera vez en las
células de EPR de rata. Las células de EPR de rata expresan receptores de
glutamato tanto metabotropicos como ionotrépicos, predominando los de
tipo NMDA.

El glutamato estimulo la proliferacion de las células de EPR, efecto llevado
a cabo principalmente a través de los receptores de tipo NMDA.

El glutamato indujo la activacion sostenida y dosis-dependiente de ERK1/2.
Este efecto también llevado a cabo principalmente a través de los
receptores de tipo NMDA.

El glutamato disminuyé la expresion de la expresion de la proteina a-sma
asi como de su organizacion.
Tanto la proliferacién como la activacion de ERK asi como la disminucion

de la expresion y la desorganizacion de las fibras de a-sma se previno por
la inhibiciéon de MEK.
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