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RESUMEN

En los vertebrados, el epitelio pigmentado de la retina (EPR) esta formado por una monocapa
quiescente de células situadas entre los fotorreceptores de la retina y la coroides. Durante el
desarrollo de procesos fibréticos en el polo posterior del ojo, las células del EPR migran de la
monocapa, proliferan y pierden su morfologia epitelial para adoptar un fenotipo miofibroblastico.
Entre las moléculas que han sido relacionadas con la activacion de las células del EPR se incluyen al
TGF-B y al glutamato. EI TGF-B, una citocina multifuncional, estd implicado en la transicion
epitelio-mesénquima de las células del EPR; mientras que el glutamato, el principal neurotransmisor
excitador en la retina de los vertebrados, esta implicado en la proliferacion de dichas células.

Aunque la concentracion de ambas moléculas se eleva cuando ocurre un trauma ocular, no se
ha determinado si existe alguna interaccién entre ellas. Por este motivo, los objetivos de este trabajo
son: 1) determinar si el glutamato modifica la liberacion de TGF-p en células del EPR, y 2)
determinar si el glutamato modifica la expresion de los receptores de TGF-B en células del EPR,
puesto que el nivel de expresion de los mismos contribuye a la modulacion del sefialamiento
intracelular.

En este trabajo se realizaron cultivos primarios de EPR de pollo y de rata, y subcultivos de la
linea celular de EPR humano ARPE-19. Se determind bioquimicamente mediante
inmunofluorescencia, si existian las proteinas RPE65 y citoqueratina en las células en cultivo. Para
determinar si ocurria la liberacion de TGF-B se realizaron ensayos de ELISA y para determinar la
expresion de los receptores de TGF-p se realizaron ensayos de RT-PCR.

Los resultados muestran que el glutamato no modifica la liberacion de TGF-p en el EPR de
las especies estudiadas, y tampoco interviene en modular la expresion de los receptores de esta
citocina en el EPR de rata y de humano. Sin embargo, este aminoacido induce un aumento
significativo en la expresion de los receptores del TGF-B de tipo Il y Ill en el EPR de pollo. El
analisis de la region 5’-UTR de estos receptores muestra que el aumento en la transcripcion podria
deberse a la activacion de factores como AP-1, CREB, EGR-1, -2, -3, NGFI-C, p53 y SP1.



INTRODUCCION

Percepcion visual y retina

La percepcion visual se inicia cuando la luz entra en el globo ocular a través de la cornea,
cruza la pupila y se enfoca por la lente sobre la retina, en donde se convierte en una sefal
electroquimica. Esta sefial se envia a través del nervio dptico hacia centros especificos del cerebro

para procesar la imagen (Kandel, et al., 2000).
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Figura 1. Seccion diagramética del ojo humano.

La retina esta formada por tres clases de neuronas: los fotorreceptores, que se ubican en la
capa nuclear externa; las interneuronas (células bipolares, horizontales y amacrinas), que se localizan
en la capa nuclear interna; y las células ganglionares. La mayoria de los contactos sinapticos en la
retina estan agrupados en dos capas plexiformes. Los fotorreceptores hacen contacto con las células
bipolares y células horizontales en la capa plexiforme externa, mientras que las sinapsis de las
células bipolares, amacrinas y ganglionares se localizan en la capa plexiforme interna. La
informacién fluye tanto verticalmente de los fotorreceptores a las células bipolares y de éstas a las
ganglionares; como lateralmente, a través de las células horizontales y de las células amacrinas
(Kandel, et al., 2000).

La retina humana contiene dos tipos de fotorreceptores: los bastones (sin pigmento y
altamente fotosensibles, estdn especializados en la vision nocturna) y los conos (con pigmento y
menos fotosensibles que los bastones, intervienen en la vision del color y estan especializados en la
vision diurna). Ambas estructuras presentan 3 regiones funcionales: 1) los segmentos externos,
localizados en la parte distal de la retina y responsables de la fototransduccidn. Tienen un sistema de

discos membranosos que contienen a la rodopsina, el pigmento encargado de absorber la luz; 2) los



segmentos internos, que contienen al ndcleo celular y la mayoria de la maquinaria sintética; y 3) una
terminal sindptica que hace contacto con las interneuronas (Kandel, et al., 2000).

Las interneuronas no solo transmiten las sefiales de los fotorreceptores a las células
ganglionares, sino que combinan las sefiales provenientes de varios fotorreceptores de manera que
las respuestas eléctricas transmitidas a las celulas ganglionares dependen de patrones especificos

espacio-temporales de la luz que estimula a la retina (Kandel, et al., 2000).
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Figura 2. Diagrama que muestra las capas de la retina.

El epitelio pigmentado de la retina

En el ojo de los vertebrados, el epitelio pigmentado de la retina (EPR) es vital para las células
visuales, ya que les provee de un soporte metabdlico y funcional. Entre las funciones que realiza el
EPR se encuentran: regular la nutricion de la retina externa; absorber la luz dispersada; introducir,
convertir y transportar retinoides; sintetizar algunos componentes que forman parte de la matriz
interfotorreceptora; transportar iones y fluidos; controlar el ambiente neuronal; fagocitar los
segmentos externos de los fotorreceptores; sintetizar factores de crecimiento; responder a agentes
humorales y mantener la adhesién de la retina (Hall, 1998; Marmor, 1998b).

El EPR se compone de una monocapa de células situada entre los fotorreceptores de la retina

y la coroides. En circunstancias normales, el EPR no se renueva, realizando sus diversas funciones a
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lo largo de la vida de un individuo. Una falla en cualquiera de estas funciones puede llevar a la

degeneracion de la retina y a la pérdida de la funcion visual (Hall, 1998; Strauss, 2005).
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Figura 3. Esquema que muestra la estructura en monocapa del EPR y su ubicacion. Modificado de Strauss,

2005.

Origen del EPR
Embriologicamente, el EPR se deriva del tubo neural, a partir del mismo tejido que formara a

la retina. Las vesiculas dpticas tempranas se invaginan para formar una copa, en la cual la capa
interna dara origen a la retina neural, mientras que la capa externa dara origen al EPR.
Posteriormente, la retina neurosensorial se diferencia en varias capas de neuronas, y el EPR
permanece como una monocapa que adopta las caracteristicas de un epitelio secretor (Marmor,
1998b; Mey y Thanos, 2000).

El desarrollo del EPR puede dividirse en dos fases principales:

1) En la primera fase se establece la estructura prospectiva de las dos capas. Después de la
invaginacion de la copa Optica, las células del neuroepitelio que, por un lado estadn destinadas a
convertirse en EPR y por otro lado a formar parte de la retina neural, construyen dos capas opuestas
que quedan separadas por un lumen remanente. Dicho espacio es ocupado por un nuevo material, la
matriz interfotorreceptora. Varios factores de transcripcion son necesarios para la determinacién y
diferenciacion del EPR, entre los que se encuentran el factor de transcripcion que contiene un
homeodominio (OTX2) y el factor de transcripcion asociado a microftalmia (MITF). También se ha
visto que el &cido retinoico promueve la diferenciacion del EPR (Mey y Thanos, 2000; Strauss,
2005).

La maduracion del EPR comienza con la sintesis de una enzima Ilamada tirosinasa, la cual
cataliza la conversion, a través de una compleja serie de intermediarios metabolicos, de L-tirosina a
melanina. Durante esta etapa el EPR comienza a adoptar polaridad apical-basal, la cual queda

establecida tanto por la formacion de uniones estrechas, como por la expresion diferencial de
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proteinas transportadoras y de adhesion. Las uniones estrechas contribuyen a la formacion de la
barrera hematorretiniana y al inicio del transporte epitelial (Boulton, 1998; Strauss, 2005).

2) Durante la segunda fase, el EPR se prepara para interactuar con los fotorreceptores, para lo
cual alarga sus microvellosidades apicales hacia el espacio subrretinal. Las microvellosidades
comienzan a rodear a los segmentos externos de los fotorreceptores y al final de la diferenciacion el
EPR desarrolla dos tipos de microvellosidades: microvellosidades largas (5-7 um) que maximizan la
superficie apical para el transporte epitelial, y microvellosidades cortas involucradas en la fagocitosis

de los segmentos externos de los fotorreceptores (Strauss, 2005).

Caracteristicas anatomicas del EPR

Vistas en una seccion transversal, las células del EPR son cuboidales. En la region macular
miden de 10-14 um de diametro, mientras que hacia la periferia las células se vuelven mas aplanadas
y anchas, alcanzando un diametro de hasta 60 um. Como la densidad de fotorreceptores también
varia a lo largo de la retina, el nimero de fotorreceptores que se extienden sobre cada célula de EPR
permanece constante, en un intervalo aproximado de 45-50 fotorreceptores por célula (Marmor,
1998b).

Cada célula de EPR esté diferenciada en una porcién apical (dirigida hacia los segmentos
externos de los fotorreceptores), y una porcion basal (dirigida hacia la membrana de Bruch). El lado
apical cuenta con numerosas microvellosidades que alcanzan a los segmentos externos de los
fotorreceptores, envolviéndolos parcialmente. El citoplasma apical contiene microfilamentos y
microtubulos, y también la concentracion mas alta de granulos de melanina. La porcién intermedia
contiene al nucleo y a la maquinaria sintética, asi como a las vesiculas digestivas. La membrana
basal tiene pequefias invaginaciones que incrementan la superficie de absorcion y secrecion
(Marmor, 1998b; Strauss, 2005).

Cerca de la porcion apical de una célula de EPR se encuentra la zonula ocludens, formada por
uniones estrechas. Estas uniones restringen el paso de moléculas y iones, permitiendo al EPR formar
la parte exterior de la barrera hematorretiniana (la otra parte la conforma el endotelio capilar).
Ademas de la zonula ocludens, células contiguas de EPR presentan una zonula adherens, involucrada
en mantener la adhesion celular y la estructura en monocapa del epitelio (Marmor, 1998b; Spaide y
Yanuzzi, 1998). Otra caracteristica anatdmica importante es la presencia de pigmentos, entre los que
destacan la melanina y la lipofuscina (Marmor, 1998b).

La membrana de Bruch, un tejido conectivo acelular, separa al EPR del endotelio fenestrado
de los coriocapilares. Esta estructura consta de cinco capas: a) la membrana basal del EPR, b) una

capa interna de colagena, c) una capa de elastina, d) una capa externa de colagena y e) la membrana
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basal de los coriocapilares (Hageman y Kuehn, 1998; Strauss, 2005). En el lado externo de la

membrana de Bruch esta la coroides, una estructura vascular densamente empacada (Spaide y

Yanuzzi, 1998). El espacio subrretinal esta delineado por los apices de las células de Miuller, los

fotorreceptores y el EPR (Hageman y Kuehn, 1998).
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Figura 4. Célula de EPR idealizada que muestra las principales caracteristicas anatémicas y fisioldgicas.
Modificado de Marmor, 1998.

Caracteristicas funcionales del EPR

*Absorcion de la energia. Como una capa de células pigmentadas, el EPR absorbe la energia

luminosa dispersa, lo que ayuda a incrementar la calidad visual. EI EPR cuenta con tres lineas de

defensa contra la foto-oxidacion y las toxinas: (1) absorcién y filtrado de la luz, lo cual logra a través

de los pigmentos que contiene; (2) presencia de antioxidantes (superdxido dismutasa, catalasa,

carotenoides, glutation y melanina); y (3) capacidad fisioldgica de la célula para reparar DNA,

lipidos y/o proteinas que hayan sufrido algln dafio (Strauss, 2005).
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*Pigmentos

-Melanina. El EPR debe su color café-negro al contenido de melanina, la cual se concentra en
granulos denominados melanosomas (Boulton, 1998).

La melanina: (a) actia como un filtro neutral, contribuyendo a la vision al impedir el reflejo
de luz en el fundus y al proteger a las células fotorreceptoras de un exceso de luz dispersada; (b)
atenla la radiacién luminica cuando esta en el melanosoma; (c) absorbe la energia radiante (UV y del
espectro visible) y disipa la energia absorbida como calor, sin ocasionar dafio; (d) protege a las
células del EPR y tejidos adyacentes ya que tiene la capacidad de unirse a varios quimicos
potencialmente dafiinos, como aminas organicas, metales cataliticamente oxidativos, hidrocarburos
aromaticos y/o policicilos, grandes cantidades de calcio, etc.; (e) utiliza la energia absorbida para
oxidarse a través de la generacion de radicales libres semiquinoides en el polimero; (f) como un
radical libre estable, tiene la capacidad de actuar como un polimero de intercambio bioldgico; (g)
puede actuar como un quelante de radicales libres, ya que todas las melaninas funcionan como
aceptoras poderosas de electrones, lo que probablemente contribuya a su actividad como
antioxidante; y (h) constituye la principal fuente de zinc en el ojo, siendo este metal muy importante
para la actividad de algunas enzimas (superdxido dismutasa, anhidrasa carbonica, deshidrogenasa
retinal, colagenasa y catalasa), ademas de intervenir en el metabolismo de la retina y en la regulacion
génica (Boulton, 1998; Schraermeyer y Heimann, 1999).

-Lipofuscina. También llamada pigmento del envejecimiento, es un material café-amarillento,
electrodenso y con autofluorescencia que se acumula progresivamente con el paso del tiempo en los
lisosomas de las células del EPR. Se piensa que la lipofuscina deriva de fragmentos de membrana
(principalmente lipidos) dafiados por la luz o la oxidacidn, provenientes de los segmentos externos
que han sido ingeridos por el EPR. Como estos fragmentos son deficientemente digeridos, se

acumulan conforme se envejece (Marmor, 1998b; Schraermeyer y Heimann, 1999).

*Transporte: control metabolico y del ambiente celular. El bienestar y la integridad de las
neuronas que componen la retina dependen de un ambiente extracelular bien regulado y esto se logra
mediante la actividad de células accesorias, entre las que destacan células del EPR. Las funciones del
EPR que contribuyen a este proceso incluyen: fagocitosis de los segmentos externos de los
fotorreceptores, transporte y metabolismo de la vitamina A y la regulacion del volumen y
composicion del fluido subrretinal a través del transporte de iones, fluidos y metabolitos. Este
transporte es generado por proteinas especializadas presentes en dos dominios membranales
diferentes: la membrana apical y la membrana basolateral. Esta asimetria permite al epitelio llevar a

cabo un transporte vectorial. Una variedad de sefiales paracrinas, autocrinas u hormonales originadas
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a partir de la retina neural, el EPR mismo, o la sangre a través de la coroides modulan este transporte,
permitiendo al EPR mantener el microambiente especifico que se requiere para la actividad normal
de la retina. Las sefiales recibidas activan a diferentes receptores en la superficie de la membrana,
que estdn acoplados a proteinas G apropiadas y a otros mecanismos para activar sistemas
intracelulares de segundos mensajeros, como: inositol 1,4,5-trifosfato (IPs), Ca**, AMP ciclico
(cAMP), H*, cuya actividad altera directamente la funcion y transporte del epitelio (Hughes, et al.,
1998).

De acuerdo a la direccion del transporte de moléculas a través del EPR, éste puede dividirse
en absorcién y secrecion:

-La absorcion involucra el transporte de iones, agua y productos metabolicos de la retina
hacia la coroides. Existe una gran produccion de agua en la retina debido a la alta actividad
metabolica de las neuronas y fotorreceptores, asi como a la presién intraocular que mueve agua del
cuerpo vitreo hacia la retina. Esto establece la necesidad de retirar constantemente el agua, funcion
que en el espacio subrretinal es realizada por el EPR. ElI EPR también es responsable de eliminar
productos metabolicos de los fotorreceptores, siendo el mas importante el &cido lactico (Strauss,
2005).

-La secrecidn involucra el transporte de nutrientes (glucosa), retinol y acidos grasos de la
coroides hacia la retina. Para transportar glucosa el EPR contiene altas cantidades de transportadores
de glucosa tanto en el lado apical como en el basolateral. Otra funcién importante es transportar
retinol para asegurar un suplemento, aunque pequefio, de retinal a los fotorreceptores. Las
membranas de las neuronas y de los fotorreceptores estan constituidas selectivamente de fosfolipidos
altamente enriquecidos con &cido docosahexaenoico. Este compuesto no puede ser sintetizado por el
tejido neural, sino que se sintetiza a partir de su precursor, el &cido linoleico, en el higado y es
transportado en la sangre unido a lipoproteinas plasmaticas (Strauss, 2005).

Como ya se mencion0, las membranas apical y basal de las células del EPR se diferencian por
los receptores y canales idnicos que contienen. Por ejemplo, a diferencia de otros epitelios, en el EPR
se expresa de manera apical la ATPasa de Na'/K', que ademas de mantener el gradiente
electroquimico del Na* y el K™ a través de la membrana plasmatica, provee la energia necesaria para
el transporte epitelial (Gundersen, et al., 1991). Los intercambiadores de Na*/H* y de Na*/HCO3,
que participan en la regulacion del pH, también se localizan en la cara apical. En la cara basolateral
podemos encontrar al intercambiador de CI'/HCO3 y a canales de CI, que participan de manera
importante en la regulacion del pH. EI EPR contiene transportadores que se expresan tanto en el lado
apical como en el basal, como las acuaporinas y el cotransportador de lac/H* (Marmor, 1998b;
Strauss, 2005).
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El efecto neto de las bombas y los canales ionicos es un movimiento de agua a traves del EPR
en la direccion retina-coroides, asi como la generacion de una diferencia de voltaje a través del EPR
(el lado apical tiene carga positiva y el basolateral tiene carga negativa). Si se dafia la barrera
formada por el EPR, el fluido abandonaria el espacio subrretinal mas rapidamente que en
condiciones normales. Estas interacciones subyacen al mecanismo de desprendimientos clinicos de la

retina y el EPR, y corioretinopatias (Marmor, 1998b; Strauss, 2005).

*Ciclo visual. Otra de las funciones del EPR es su participacion en el ciclo visual. Este
involucra el continuo movimiento de la vitamina A (retinol) y algunos de sus derivados (retinoides)
entre los fotorreceptores y el EPR. El proposito de este ciclo es regenerar el 11-cis-retinal, croméforo
que forma parte de la rodopsina (Schraermeyer y Heimann, 1999).

La fototransduccién se inicia con la isomerizacion del 11-cis-retinal a la forma all-trans-
retinal, en respuesta a la energia proveniente de los fotones. Esto resulta en la formacion de una
rodopsina activa, que a su vez puede activar a la transducina en el siguiente paso de la cascada
fototransductora. El estado activo de la rodopsina termina cuando ésta es fosforilada y se asocia con
la arrestina. La rodopsina inactiva libera el all-trans-retinal (que posteriormente es reducido a all-
trans-retinol), y ahora se puede unir a una nueva molécula de 11-cis-retinal (Schraermeyer y
Heimann, 1999; Strauss, 2005).

El EPR convierte el all-trans-retinal a 11-cis-retinal mediante dos vias:

-En la primera, el all-trans-retinol se une a la proteina de union al retinol celular (CRBP). La
reisomerizacion se inicia mediante una esterificacién que incluye la transferencia de un grupo acilo
al retinol, paso catalizado por la lecitin-retinol transferasa. La enzima que cataliza la isomerizacion
de all-trans-retinil a 11-cis-retinol es la isomerohidrolasa RPE65, una proteina que se expresa de
manera abundante en el EPR de los vertebrados, y que por ello se utiliza como marcador bioguimico
de este tipo celular. El siguiente paso es la oxidacién de 11-cis-retinol a 11-cis-retinal, paso
dependiente de NAD y NADP, y que es llevado a cabo por una 11-cis-retinol deshidrogenasa (Dunn,
et al., 1996; Kociok, et al., 1998; Ma, et al., 2001; Boulanger y Redmond, 2002; Moiseyev, et al.,
2005; Strauss, 2005; Takahashi, 2006).

-Esta via estd complementada por un camino alternativo que involucra la actividad de un
receptor EPR-retinal acoplado a una proteina G (RGR). RGR convierte all-trans-retinal a 11-cis-

retinal en una reaccién de isomerizacién inversa a la que ocurre en la rodopsina (Strauss, 2005).

*Matriz Interfotorreceptora. La matriz interfotorreceptora (IPM) se une firmemente tanto a la

membrana de los segmentos externos de los fotorreceptores como a la membrana apical del EPR, y
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media diversas interacciones entre estos dos tejidos como son la adhesion, la fagocitosis y el
intercambio de nutrientes. La IPM esta formada por moléculas complejas, entre las que se encuentran
proteoglicanos, glucosaminoglicanos, acido hialurénico, metaloproteasas, factores de crecimiento,
proteina IRPB, etc. (Marmor, 1998b; Strauss, 2005).

Las propiedades adhesivas y la viscosidad de la matriz dependen de su hidratacion y del

ambiente idnico, los cuales estan controlados metabolicamente por el EPR (Marmor, 1998b).

*Adhesion retinal. A pesar de la presencia del espacio subrretinal, la retina permanece
firmemente unida al EPR a lo largo de la vida. Esta adhesion es vital para la retina, ya que una retina
desprendida no puede registrar las imagenes enfocadas, y los fotorreceptores finalmente degenerarian
debido a la falta de nutrientes y de otros factores derivados del EPR (Marmor, 1998a).

El ojo cuenta con mdltiples mecanismos que se complementan e interactlan entre si para
mantener a la retina en su lugar. Algunos de estos mecanismos se mencionan a continuacion:

-La presencia del gel vitreo, que fisicamente puede impedir la separacion de la retina y tal vez
funciona para sellar pequefios agujeros (Marmor, 1998a).

-El transporte de agua en direccién retina->coroides. Tanto las fuerzas hidrostaticas pasivas
(presion hidrostatica y presion osmotica), como el transporte activo de agua a traves del EPR, actian
para conducir el agua fuera del espacio subrretinal y hacia la coroides. La salida de agua actua para
empujar a la retina contra el EPR (Marmor, 1998a).

-Interacciones anatomicas: las microvellosidades presentes en la cara apical de las células del
EPR se interdigitan con los segmentos externos de los fotorreceptores, lo que refuerza la adhesividad
(Marmor, 1998a).

-Matriz interfotorreceptora. Probablemente la IPM sea el elemento de adhesividad mas
importante, pero su efectividad depende del estado metabolico del EPR y del grado de hidratacion en
el espacio subrretinal (Marmor, 1998a).

-Factores metabolicos: cambiar el estado metabdlico del espacio subrretinal altera
rapidamente la adhesividad (Marmor, 1998a).

Finalmente, podemos mencionar que la concentracion ionica (la adhesividad es sensible a las
concentraciones de calcio, magnesio, y pH), la temperatura, y las modificaciones enzimaticas y
estructurales del EPR y la IPM, son factores que actian como moduladores de la adhesividad
(Marmor, 1998a).

*Fagocitosis de los segmentos externos de los fotorreceptores. Los fotorreceptores estan

continuamente expuestos a la energia radiante y al oxigeno, los cuales facilitan la produccion de
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radicales libres que dafian a las membranas. Como la transduccion de la luz depende de la funcién y
estructura apropiadas de los fotorreceptores, el segmento intermedio de éstos genera de manera
constitutiva nuevos discos, de manera que los discos mas viejos quedan en la punta. Estos discos
viejos, que contienen la mayor cantidad de moléculas dafiadas y de radicales libres, se desprenden de
los fotorreceptores para ser fagocitados por el EPR, en donde son digeridos en vesiculas llamadas
fagosomas. Posteriormente, las moléculas importantes, como el retinal o el &cido docosahexaenoico,
regresan a los fotorreceptores (Marmor, 1998b; Strauss, 2005).

Se considera que el proceso de la fagocitosis consiste de tres pasos: 1) el
reconocimiento/union entre la superficie del EPR y la particula a ser engullida, 2) la ingestion, y 3) la

digestion (Lopez-Colomé, et al., 1994).

*Secrecion. Se sabe que el EPR produce y secreta una gran variedad de factores de
crecimiento esenciales para mantener la integridad estructural de la retina y de los coriocapilares.
Diversos trabajos han demostrado que el EPR secreta: factor de crecimiento fibroblastico (FGF),
factor de crecimiento transformamnte p (TGF-B), factor de crecimiento semejante a la insulina 1
(IGF-1), factor neurotréfico ciliar (CNTF), factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF),
factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), miembros de la familia de las interleucinas (IL), y
factor derivado del epitelio pigmentado (PEDF) (Strauss, 2005).

-PEDF. En un ojo sano el EPR secreta PEDF, que ayuda a mantener tanto a la retina como a
los coriocapilares mediante dos formas: 1) se ha descrito que el PEDF es un factor neuroprotector
contra la apoptosis inducida por glutamato o por hipoxia; y 2) el PEDF funciona como un factor anti-
angiogenico que inhibe la proliferacion de las células endoteliales, lo que estabiliza al endotelio de
los coriocapilares (Strauss, 2005).

-PDGF. Se sabe que el PDGF estimula la quimiotaxis, proliferacion y producciéon de matriz
de tejido conectivo, participando de manera importante en la reparacion de las heridas (Campochiaro,
1998).

-VEGF. El VEGF estimula la angiogénesis y participa en la neovascularizacion ocular. Actla
como uno de los estimulos necesarios para el desarrollo normal de la vasculatura de la retina, y en los
adultos funciona como un factor tréfico que estabiliza a las células endoteliales (Campochiaro, 1998;
Strauss, 2005).

-FGF. Tanto los fotorreceptores como las células del EPR producen y tienen receptores a los
FGFs. Estos actGian como agentes neuroprotectores, y también pueden mediar interacciones troficas
entre el EPR y los fotorreceptores (Campochiaro, 1998).
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-Insulina e IGF. Estos factores estimulan la sintesis de DNA, proteinas y proteoglicanos. Su
accién mas caracteristica es la de estimular la proliferacién celular (Campochiaro, 1998).

-TGF-B. La superfamilia del TGF-p consiste en un gran nimero de proteinas estructuralmente
relacionadas que incluyen cinco isoformas de TGF-p (tres de las cuales se expresan en mamiferos),
activinas e inhibinas, proteinas morfogenéticas de hueso, etc. (Campochiaro, 1998). EI TGF-f inhibe
la proliferacion de células epiteliales (incluyendo a las células del EPR), endoteliales,
hematopoyéticas y de fibroblastos primarios. Sin embargo, el TGF-p tienen actividad mitogénica en
ciertas células transformadas y en fibroblastos maduros (Moustakas y Heldin, 2005). Entre otras
funciones, el TGF-B es un estimulador potente de la produccién de matriz extracelular, promueve la
diferenciacion de algunas células, tiene efectos neuroprotectores, induce la producciéon de otros
factores de crecimiento entre los que se icluyen al PDGF, FGF, VEGF, TGF-p1 y factor de
crecimiento de tejido conectivo (CTGF) y es un regulador importante de la inflamacién y la
respuesta inmune (Campochiaro, 1998; Saika, 2006).

La funcién del TGF-B en la retina y coroides se desconoce. Sin embargo, parece que esta
involucrado en la modulacién de la inflamacion, la respuesta inmune y los efectos de otros factores
de crecimiento; la neuroproteccion; la formacién de una barrerra bioquimica que evite la
neovascularizacion en el vitreo; y la participacion en el proceso de cicatrizacién (Campochiaro,
1998).

Existen otros factores que se ha demostrado son producidos por células de EPR en cultivo,
como son: el factor de crecimiento epidérmico (EGF, estimula la proliferacion de células
progenitoras neurales), y diversas citocinas (inician la respuesta inflamatoria en el 0jo)
(Campochiaro, 1998).

La secrecion de los factores de crecimiento cambia en respuesta a un dafio o a una herida, por
ejemplo, estimulando la secrecion de factores neuroprotectores como el bFGF y el CNTF. La
desrregulacion de la secrecion de estos factores también puede estar implicada en la patogénesis de
enfermedades retinianas, caracterizadas por la proliferacion celular y la vascularizacion anormal.
Conforme se conozcan las interacciones de estos factores, se podran encontrar nuevas rutas
terapéuticas para tratar una variedad de desordenes retinianos (Marmor, 1998b; Strauss, 2005).

Es importante mencionar que el EPR contiene receptores para un sorprendente nimero de
agentes humorales, incluyendo receptores adrenérgicos, dopaminérgicos, glutamatérgicos, proteinas
de union para retinoides y nutrientes, receptores hormonales, y proteinas de union para moléculas de

adhesion y factores de crecimiento (L6pez-Colomé, et al., 1994; Marmor, 1998b).
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*Barrera Hematorretiniana. El ojo se considera un sitio privilegiadamente inmune, y el EPR
desempefia un papel primordial en el mantenimiento de este estado. Como se menciono previamente,
el EPR forma parte de la barrera hematorretiniana, que previene el acceso de células sanguineas y
proteinas plasmaticas. Ademas el EPR expresa de manera constitutiva el Fas-ligando (capaz de
inducir apoptosis de células T activas); y es capaz de sintetizar TGF-f y el antagonista del receptor
de la interleucina la (IL-1Ra), moléculas que contribuyen al mecanismo de inmunosupresion
(Holtkamp, et al., 1999; Zamiri, et al., 2004).

*Reparacion y reactividad. En condiciones normales, las células del EPR son estacionarias y
mitoticamente quiescentes, sin embargo, retienen las funciones de migracion y regeneracién como
parte de su caracter epitelial (Burnside y Bost-Usinger, 1998; Marmor, 1998b; Spaide y Yannuzzi,
1998). Se sabe que algunos factores que estan involucrados en mantener la quiescencia mitética del
EPR son el TGF-B, el IGF y el FGF-5 (Fisher y Anderson, 1998).

Pequenas lesiones al EPR resultan en la migracion y proliferacion de nuevas células que
rellenan la cavidad producida. Esta capacidad de crecimiento puede tener efectos adversos cuando
las células del EPR migran hacia la retina en degeneracion o hacia la cavidad vitrea (Marmor,
1998b).

Respuestas celulares al desprendimiento de la retina

La respuesta mas rapida de las células del EPR a los desprendimientos retinianos consiste en
la desdiferenciacion de su superficie apical: las microvellosidades se acortan y algunas veces llegan a
desaparecer (Fisher y Anderson, 1998).

Aparentemente, la aposicion entre el EPR y la retina es suficiente para mantener la
quiescencia mitotica; sin embargo, su separacion puede ocasionar: 1) una respuesta intracelular en
algunas de las células del EPR que las lleve a entrar al ciclo celular; o 2) la liberacién local de
algunos factores reguladores que estimulen a algunas de las células separadas a proliferar. La
respuesta proliferativa del EPR es responsable de alterar significativamente la organizacion de la
interfase EPR-fotorreceptores, ya que las células hijas asumen diferentes configuraciones, que
incluyen largos agregados de células que sobresalen en el espacio subrretinal, conjuntos de celulas
que permanecen asociadas a la monocapa, agregados discretos de células dentro del espacio
subrretinal, y/o multiples capas adyacentes a la monocapa original (Fisher y Anderson, 1998).

Después del desprendimiento, ocasionalmente se observa que las células del EPR migran de
la monocapa. Después de que este proceso se completa y las células entran al espacio subrretinal,

generalmente las células del EPR asumen una apariencia parecida a la de los macréfagos (Fisher y
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Anderson, 1998). Las celulas que migran exhiben grandes diferencias en la organizacion de su
citoesqueleto, las cuales incluyen la formacion de filamentos de actina especializados, llamados
fibras de estrés, y su asociacién con proteinas accesorias como la vinculina, que son necesarias para
generar fuerzas traccionales para la migracion celular. La migracion del EPR también se ve

influenciada por citocinas y factores de crecimiento (Burnside y Bost-Usinger, 1998).

La vitreorretinopatia proliferativa

La vitreorretinopatia proliferativa (VRP) puede ser definida como el establecimiento y
contraccion de membranas celulares dentro de la cavidad vitrea y en ambas superficies de la retina,
proceso que ha sido caracterizado como una cicatrizacién inapropiada que ocurre después de que la
retina ha sufrido un desprendimiento (Kim y Arroyo, 2002; Pastor, et al., 2002).

La VRP puede presentarse antes de que se lleve a cabo la cirugia intraocular (VRP
preoperativa), pero su incidencia (de entre 5-10%) aumenta después de haberse llevado a cabo la
cirugia (VRP postoperativa), constituyéndose como la principal barrera para una cirugia exitosa. La
formacion de membranas contractiles genera nuevos desprendimientos de la retina, reapertura de las
heridas tratadas, plegamiento parcial o total de la retina, e incluso en la formacién de un agujero en la
retina (Hiscott y Sheridan, 1998; Kim y Arroyo, 2002; Pastor, et al., 2002).

La VRP postoperativa esta asociada con los siguientes factores: presencia preoperativa de la
VRP, hemorragia intraocular durante o después de la cirugia, desprendimiento coroidal, crioterapia
excesiva, fotocoagulacién, cirugias repetitivas, pérdida del vitreo durante el drenaje del fluido
subrretinal, etc. (Pastor, et al., 2002).

Algunos autores han resaltado la importancia del rompimiento de la barrera hematorretiniana
como el primer paso en la patogénesis. Parece obvio que la alteracion de esta barrera modifique el
ambiente intraocular y permita establecer condiciones favorables para el desarrollo de VRP. Sin
embargo, el rompimiento de esta barrera es constante en todos los desprendimientos retinianos y sélo
una pequefia proporcion desarrolla la VRP; ademas, la misma barrera se interrumpe en otras
patologias (uveitis, retinopatia diabética), y no se ha reportado a la VRP como una complicacion de
dichas enfermedades (Pastor, et al., 2002).

Otros autores han postulado que, como la VRP se desarrolla en situaciones en las que el
vitreo entra en contacto con el EPR después de ocurrido el trauma, el contacto de los componentes
vitreos con el EPR desencadenaria una compleja cascada de sefiales de transduccion que podrian

marcar el inicio de la enfermedad (Burnside y Bost-Usinger, 1998).
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Formacion de membranas durante la VRP

La cicatrizacion de una herida consta de tres fases: inflamacion, formacion de tejido y
remodelacion del tejido; y es posible extrapolar estas fases al proceso de formacién de membranas
que ocurre durante la VRP. En respuesta a factores inflamatorios liberados ante una lesién, células
tanto del EPR como de la glia migran hacia ambas superficies de la retina y proliferan. La
remodelacion de estas membranas conlleva a la contraccion, con la resultante traccion de la retina
(Kim y Arroyo, 2002). La VRP no es una enfermedad que se desarrolla inmediatamente después de
que ha ocurrido un desprendimiento retiniano, ya que las células implicadas necesitan tiempo para
desdiferenciarse, migrar, proliferar, sintetizar matriz extracelular y subsecuentemente ejercer
contraccion (Pastor, et al., 2002).

Las membranas retinales se pueden formar en distintas partes dentro de la cavidad vitrea, de
manera epi-, sub-, e intrarretinalmente, y aunque se considera que todas las formas son la misma
enfermedad, la mayoria de la informacion disponible concierne a las membranas epirretinales. Entre
los principales componentes celulares que se han identificado como parte de estas membranas se
encuentran: células del EPR, macrofagos, células de la glia y fibroblastos. Otras células que se piensa
desempefian un papel secundario incluyen neutrofilos, linfocitos T y B, plaquetas y eritrocitos
(Hiscott y Sheridan, 1998; Pastor, et al., 2002).

Por otro lado, se han identificado tres grupos de proteinas en las membranas epirretinales: 1)
proteinas estructurales (colagena y elastina), 2) proteinas adhesivas de matriz extracelular (laminina,
fibronectina y vitronectina), y 3) proteinas matricelulares (proteinas no estructurales expresadas en
tejidos en formacion, que incluyen la trombospondina, osteonectina y tenascina) (Pastor, et al.,
2002).

Las membranas subrretinales han recibido menos atencién, aunque también son componentes
de las membranas formadas en la VRP. Se presume que se originan exclusivamente a partir de
celulas del EPR, aunque también se han encontrado células gliales (Pastor, et al., 2002).

A continuacion se describen los principales tipos celulares involucrados en la formacion de

las membranas epirretinales.

*Células del EPR. Se considera que las células del EPR son claves en el desarrollo de la
VRP, ya que parecen ser cruciales para su establecimiento (Pastor, et al., 2002). Cuando las células
del EPR migran y se dividen en respuesta a un evento patoldgico, su conformacion fenotipica cambia
drasticamente: al inicio las células se desprenden de su monocapa simple y polarizada, y se aislan.

Estas células son sumamente mdviles, y adoptan un fenotipo parecido a los macréfagos o a los
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fibroblastos. Conforme las células sufren estos cambios, pueden liberar melanina (Hiscott y
Sheridan, 1998).

La interaccion entre células del EPR y la matriz extracelular es central en el proceso de la
VRP (Kim y Arroyo, 2002). Durante el movimiento de las células, es necesaria la sintesis de una
matriz extracelular que permita su migracion. Se piensa que las células del EPR pueden sintetizar
una matriz extracelular temprana, formada de glicoproteinas (principalmente fibronectina, que
induce a las células a adoptar un fenotipo fibroblastico, y trombospondina), a la que posteriormente
pueden afadirse otros componentes como colagena y elastina. De hecho, se considera que las células
del EPR son las principales productoras de coldgeno, ademas de que también sintetizan laminina,
fibronectina y trombospondina (Hiscott y Sheridan, 1998; Kim y Arroyo, 2002; Pastor, et al., 2002).
Algunos mecanismos mediante los cuales estas proteinas pueden influenciar el comportamiento de
las células del EPR son: 1) interactuar con receptores a integrinas, 2) interactuar con receptores
superficiales diferentes a las integrinas, y 3) servir como almacén de diversos factores de
crecimiento, como el TGF-B (Kim y Arroyo, 2002).

Asimismo, se ha sugerido que las fuerzas traccionales de las membranas estan generadas por
interacciones entre la matriz extracelular y las células individuales. Las asociaciones entre células y
matriz dependen de receptores superficiales, entre los que se incluyen a las integrinas. Se han
detectado varias integrinas en el EPR tanto in situ como en las membranas epirretinales (Hiscott y
Sheridan, 1998).

Las metaloproteinasas de la matriz extracelular, que degradan componentes de la misma,
también son importantes, ya que permiten la migracion de las células a través de la matriz y también

pueden funcionar en la contraccion de las membranas (Kim y Arroyo, 2002).

*Macrofagos. De todas las células inflamatorias, se considera a los macro6fagos como los méas
importantes en la VRP. Se piensa que estas células pueden provenir de: 1) la circulacion sistémica, y
2) a partir de la transformacion de células del EPR. Las funciones principales de los macréfagos son:
fagocitar desechos y restos celulares; secretar factores de crecimiento y citocinas, estimulando la
proliferacion y quimiotaxis de diversas células; y funcionar como células presentadoras de antigenos
(Pastor, et al., 2002).

*Células de la glia. Las células de la glia son los componentes celulares mas importantes de

las membranas no traccionales (Pastor, et al., 2002).
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*Fibroblastos. Los fibroblastos/miofibroblastos también son componentes importantes de las
membranas epirretinales, y pueden provenir de: células del EPR, hialocitos, células epiteliales
vasculares y astrocitos. Presentes en casi todas las membranas maduras, los fibroblastos sintetizan
coldgena y otros componentes de la matriz extracelular y finalmente desempefian un papel

importante en la contraccion (Pastor, et al., 2002).

La VRP v los factores de crecimiento

Tomando en cuenta que la base de la VRP es la proliferacion indeseada de células, y que se
ha demostrado una elevada concentracion de factores de crecimiento en el vitreo y en las membranas
epirretinales de o0jos que presentan la enfermedad, varios estudios se han enfocado en conocer cual es
el papel de estos factores en el transcurso de la VRP, entre los que destacan el PDGF y el TGF-p
(Kim y Arroyo, 2002; Pastor, et al., 2002).

El PDGF acttia como un factor mitogénico y quimiotactico para fibroblastos y células gliales;
y se ha demostrado que las células de EPR producen PDGF y expresan sus receptores (Kim y
Arroyo, 2002).

El TGF-B funciona como un potente quimioatrayente de monocitos y fibroblastos, y se ha
demostrado que participa de manera importante durante todo el proceso de cicatrizacion. Las células
del EPR, fibroblastos, plaquetas y macrofagos son capaces de secretar TGF-f, ademas, estudios in
vitro han demostrado que el TGF-p estimula la sintesis y secrecion de fibronectina y la contraccion
de colagena en células de EPR (Kim y Arroyo, 2002). Especificamente, experimentos con células de
EPR en cultivo han demostrado que el TGF-B2 puede modificar el fenotipo celular y estimular la
sintesis de colagena; asi como inducir significativamente la produccion de la actina o de musculo liso
(a-SMA) y la sintesis y secrecion de otros factores de crecimiento. EI TGF-B1 puede modificar el
fenotipo de las células del EPR a traves de cambios en la expresion de a-SMA y de estimular la
sintesis de fibronectina, confiriéndole con ello a las células caracteristicas de miofibroblastos (Pastor,
et al., 2002; Saika, et al., 2004; Gamulescu, et al., 2006). En conclusién, se considera al TGF-3 como
el principal inductor de la transicion epitelio-mesénquima que afecta a las células del EPR después
de que ha ocurrido un desprendimiento de la retina al controlar procesos de adhesion y migracion
celular a través de cambios en la expresion de proteinas de matriz extracelular y de fibras de estrés
como la a-SMA; todos estos cambios llevan a adoptar a las células del EPR un fenotipo
miofibroblastico (Saika, et al., 2004; Gamulescu, et al., 2006).

La finalidad de estudiar los mecanismos involucrados en la VRP es identificar blancos

terapéuticos especificos que la detengan. Algunas drogas inhiben la proliferacion celular, y la
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formacion y contraccién de las membranas retinales; sin embargo, la mayoria de estas drogas
generan efectos colaterales indeseables, y muy pocas se han utilizado en pruebas clinicas.
Recientemente se ha centrado la atencién en combinar el uso de drogas para actuar en diferentes
estadios de la enfermedad (Pastor, et al., 2002).

El factor de crecimiento transformante f

La transduccion iniciada por el TGF-f esta implicada en el control de varios procesos
celulares, entre los que se incluyen: la proliferacion (que generalmente inhibe), la diferenciacion, la
apoptosis, la sintesis de matriz extracelular, la migracion, la especificacion durante el desarrollo
embrionario, etc. (Obata, et al., 1999; Shi y Massagué, 2003).

La superfamilia del TGF-B

La superfamilia del TGF-p consta de una serie de citocinas multifuncionales, que podemos
dividir en dos: (1) la subfamilia TGF-B / activina / Nodal, y (2) la subfamilia Proteina de
morfogénesis del hueso (BMP) / Factor de diferenciacion y de crecimiento (GDF) / Substancia
inhibidora Mulleriana (MIS) (Obata, et al., 1999; Shi y Massagué, 2003).

El ligando activo es un dimero estabilizado mediante interacciones hidrofobicas, y mediante
la formacion de un enlace disulfuro entre las subunidades del dimero (Shi y Massagué, 2003). El
TGF-B es una de las pocas citocinas que actla a concentraciones subpicomolares y es capaz de
autoinducirse (Huang y Huang, 2005).

Especificamente, los mamiferos expresan tres isoformas del TGF-p (TGF-B1, -B2 y -B3), las
cuales estan codificadas por genes independientes. Las proteinas maduras comparten del 65-80% de
identidad en sus residuos de aminodcidos y, mientras las isoformas TGF-B1 y -B3 comparten una
idéntica actividad bioldgica, la isoforma -p2 difiere (Campochiaro, 1998; Lai, et al., 2000). Las
moléculas activas son homodimeros de 25 kDa derivados de precursores inactivos por cortes
proteoliticos en el extremo amino terminal de la cadena. En la mayoria de los tejidos, el TGF-B se
encuentra en forma latente, por lo que su activacion representa un importante mecanismo de control
(Campochiaro, 1998).

Receptores del TGF-B

Técnicas de radioligando han permitido identificar tres receptores proteicos membranales que

unen al TGF-B con alta afinidad. Estos receptores han sido denominados receptor a TGF-3 de tipo |
(TBRI, ~55 kDa), de tipo Il (TBRII, ~75 kDa), y de tipo Il (TBRIII, ~300 kDa); y se encuentran
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formando complejos homomeéricos y/o heteromericos en la superficie de las células (Tsuchida, et al.,
1993; Blobe, et al., 2001).

Los receptores TBRI y TPRII se caracterizan por formar el complejo activo de sefialamiento,
ya que tienen actividad de cinasa de residuos de serina y treonina. Estan conformados
aproximadamente de 500 residuos de aminoacidos, y estan organizados en una region extracelular N-
terminal de unidn al ligando, una regién transmembranal, y una region intracelular C-terminal con
actividad de cinasa de residuos de serina y treonina (Shi y Massagué, 2003).

El TBRI, denominado también ALK-5 (receptor de activina con actividad de cinasa), contiene
una secuencia caracteristica SGSGSG, denominada dominio GS. La activacion del receptor de tipo |
involucra la fosforilacion de este dominio (Shi y Massagué, 2003; Heather y Peng, 2006). Es
interesante notar que la actividad cinasa del TBRII se detecta independientemente de su unién con el
ligando (Vellucci y Reiss, 1997). EI TBRIII es una proteina integral de membrana altamente
modificada por grupos glicosaminoglicanos (Wang, et al., 1991). Sus funciones estan relacionadas
con la unién, presentacion y transferencia del TGF-p hacia el TBRII; y con la regulacion del
sefialamiento. Esto es particularmente importante para la isoforma TGF-B2, que no se puede unir al
TBRII de manera independiente (Blobe, et al., 2001). En la mayoria de los linajes celulares, el TBRIII
se constituye como el receptor mas abundante en la superficie celular, y muestra afinidades
equivalentes para todas las isoformas del TGF-p (Lopez-Casillas, et al., 1991; Wang, et al., 1991).

Todos los TPRs han sido aislados y clonados en el pollo (Nohno, et al., 1993; Barnett, et al.,
1994; Lai, et al., 2000), en la rata (L6pez-Casillas, et al., 1991; Wang, et al., 1991; He, et al., 1993,
Tsuchida, et al., 1993), y en el humano (Lin, et al., 1992; Moren, et al., 1992; Vellucci y Reiss, 1997)
(Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas de los TBRs en el pollo, la rata, y el humano.

Especie Recentor Peso Molecular Residuos de Referencia en el
P P (kDa) Aminoacidos GenBank

TBRI 56.5079 503 NM_204246.1

Gallus gallus TBRRII 63.3077 557 NM_205428.1
TBRII 93.312 841 NM 204339.1

TBRI 55.6108 497 NM_012775.2

Rattus TBRII 76.540 567 NM_0.1132.3

norvegicus

TBRII 94.1022 853 NM 017256.1

TBRI 55.9591 503 NM 004612.2

Homo sapiens TRRII 67.4563 592 NM_001024847.1

TRRIN 93.4985 851 NM_003243.2
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Transduccion de la sefial v proteinas Smad

En la ausencia del ligando, los receptores de tipo 1 y tipo Il existen predominantemente como
homodimeros en la superficie celular. La transduccién se inicia cuando el TGF-f se une a sus
receptores, actuando como un factor de ensamblaje que permite la interaccidn entre dos receptores de
tipo | y dos receptores de tipo Il. Este arreglo hetero-tetramérico permite al receptor de tipo Il
transfosforilar el dominio GS del receptor de tipo I, que entonces propaga la sefial a través de la
subsecuente fosforilacion de las proteinas Smad. Las proteinas Smad activas forman oligomeros
entre si y con una Smad co-mediadora, y después se translocan al nucleo para regular la expresion
génica (Massagué, 2000; Dernyck y Zhang, 2003; Shi y Massagué, 2003; de Caestecker, 2004).
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Figura 5. Mecanismo general de transduccion de sefiales a través de los receptores a TGF-f y de las proteinas
Smad. Modificado de Dernyck y Zhang, 2003.

El modelo propuesto por Blobe, et al. (2001) incluye la participacién del TBRIII durante el
sefialamiento. Cuando el TGF-B se une al TPBRIII, este receptor presenta el ligando de manera
preferencial a receptores de tipo Il activados, es decir, a TBRIIs autofosforilados en su dominio
citoplasmico. EI complejo formado por TGF-B/TBRII/TBRIII recluta al receptor de tipo I. EI TRRII
transfosforila y activa al TBRI, y también transfosforila el dominio citoplasméatico del TBRIII,

libérandolo asi del complejo activo de sefialamiento.
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Figura 6. Esquema que representa la participacion del TBRIII durante el sefialamiento. Modificado de Blobe,
et al. 2001.

Existen 8 proteinas Smad diferentes, que constituyen 3 clases funcionales:

1) R-Smads (Smads reguladas por receptor). Las R-Smads (Smad 1, 2, 3, 5y 8) son
directamente fosforiladas por el receptor de tipo I, y una vez activadas forman complejos
heteroméricos con la Co-Smad. Las Smads 2 y 3 responden al sefialamiento de la subfamilia del
TGF-B, y las Smads 1, 5y 8 lo hacen principalmente al sefialamiento activado por la subfamilia de
las BMPs (Shi y Massagué, 2003).

Las R-Smads contienen un motivo SSXS en su dominio C-terminal, cuya fosforilacion
conlleva a su activacién (Shi y Massague, 2003). La region cinasa del TBRI conocida como Loop 45
es la encargada de contactar a la R-Smad, determinando con ello la especificad de la interaccion
(Heather y Peng, 2006). Las R-Smads fosforiladas son capaces de liberarse de su anclaje
citoplasmico, exponer su sefial de importacion al ndcleo, y aumentar su afinidad de unién por la Co-
Smad (Massagué, 2000).

2) Co-Smad (Smad co-mediadora). Esta proteina estd representada por la Smad 4. Los
complejos activos de R-Smad/Co-Smad se translocan al ndcleo y, en conjunto con otros cofactores

nucleares, regulan la expresion de genes especificos (Shi y Massagué, 2003).
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3) I-Smads (Smads inhibidoras). Estas Smads (Smad 6 y 7) regulan de manera negativa la
transduccion: compiten con las R-Smads tanto por los sitios de fosforilacion en los receptores como
por los sitios de unién con la Smad 4, ademas de marcar a los receptores para su degradacion (Shi y
Massagué, 2003).

En estado basal, las R-Smads se localizan de manera predominante en el citoplasma, mientras
que las 1-Smads tienden a ser nucleares. Smad 4 se distribuye tanto en el citoplasma como en el
nucleo (Shiy Massagué, 2003).

Las R-Smads y la Co-Smad contienen dos dominios estructuralmente conservados: el
dominio N-terminal MH1 y el dominio C-terminal MH2 (Shi y Massagué, 2003). Las I-Smads no
cuentan con un dominio MH1, pero si con un dominio MH2 (Dernyck y Zhang, 2003).

El dominio MH1 exhibe actividad especifica de union a DNA, regula negativamente al
dominio MH2, y esta involucrado en el importe de las proteinas al nicleo mediante un motivo
conservado (KKLKK), que se piensa actia como una sefial de localizacion nuclear. EI dominio MH2
es responsable de la interaccion proteina-receptor, de la formacion de complejos homoméricos o
heteroméricos entre las Smads, y esta involucrado directamente en el transporte nucleocitoplasmico,
mediante su unién a nucleoporinas. Ambos dominios interactian con un gran nimero de proteinas en
el ndcleo para efectuar la transcripcion (Shi y Massagué, 2003).

Los dominios MH1 y MH2 estan unidos por secuencias que, aunque difieren entre las Smads,
contienen multiples sitios de fosforilacién por proteinas como: la proteina cinasa activada por
mitogenos (MAPK), la proteina cinasa C (PKC) y la proteina cinasa dependiente de
Ca’*/calmodulina 11 (CaMKII), que permiten la intercomunicacion con otras vias de transduccion;
asi como un motivo PY, que media la interaccion con las Smurfs (factor regulador de la
ubiquitinacion de Smad) (Shi y Massagué, 2003).

Aunque existen pocos receptores y Smads con respecto a la gran variedad de ligandos, existe
una gran versatilidad en el sefialamiento. Las combinaciones entre los receptores de tipo | y tipo 11, la
formacion de complejos oligoméricos entre las Smads, y los diversos factores de transcripcion con
los que las Smads cooperan permiten una diversidad substancial en el sefialamiento (Dernyck y
Zhang, 2003).

El papel de las proteinas accesorias

El acceso de los ligandos a sus receptores esta controlado por dos clases de moléculas, cuyas
funciones son opuestas:
-La primera clase comprende un diverso grupo de proteinas solubles que atrapan a los

ligandos, impidiendo su unién con los receptores. Estas incluyen a la proteina de latencia asociada
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(LAP), un polipéptido permanece unido de manera no covalente al dominio bioactivo de la proteina;
al proteoglicano denominado decorina; y a la a2-macroglobulina, que se unen al TGF- libre. Otras
moléculas incluyen a la folistatina, que se une a las activinas y a las BMPs, y a las proteinas Noggin,
Chordin/SOG y DAN/Cerberus, cuyos miembros también unen BMPs (Shi y Massagué, 2003).

-La segunda clase de moléculas incluye a proteinas membranales que actlan como receptores
accesorios, o co-receptores, promoviendo la union del ligando a sus respectivos receptores. En esta
categoria podemos incluir al TBRIII o B-glicano, que facilita la unién del TGF-B a su receptor de tipo
I1, aumentando con ello el sefialamiento (Shi y Massagué, 2003; Abe, et al., 2004).

Los complejos formados por los receptores son puntos nodales para la asociacion de
multiples proteinas que regulan la funcion del receptor, su trafico y el sefialamiento dependiente o
independiente de Smads (Dernyck y Zhang, 2003).

El reconocimiento de las R-Smads por los receptores puede estar facilitado por proteinas
accesorias. Por ejemplo, Smad 2 y 3 pueden ser inmovilizadas cerca de la membrana celular
mediante la proteina SARA (anclaje de Smad para la activacion del receptor). Otras proteinas que
facilitan la transmision de la sefial via Smads son Hgs, Disabled 2, axina y la -espectrina ELF (Shiy
Massagué, 2003).

A nivel de la membrana plasmatica, los receptores a TGF-f son internalizados a través de dos
vias endociticas: 1) mediante vesiculas de clatrina, en la cual los receptores son dirigidos hacia
endosomas tempranos en donde interactian con diversas proteinas (Smad 2, SARA, Disabled 2) para
transmitir la sefial de manera eficiente y posteriormente ser reciclados a la membrana plasmatica; y
2) mediante vesiculas de caveolina, en donde los receptores se asocian con el complejo Smad 7-
Smurf 2, lo que lleva a su ubiquitinacion y posterior degradacion (Dernyck y Zhang, 2003; de
Caestecker, 2004; Le Roy y Wrana, 2005). Por ello, interacciones multiples de proteinas controlan la
localizacion subcelular de los receptores y su disponibilidad en la superficie, parametros que pueden
controlar la duracion y la respuesta ante la estimulacion (Dernyck y Zhang, 2003).

Las proteinas del citoesqueleto también desempefian un papel importante en la localizacion
de las Smads. Por ejemplo, las Smad 2 y 3 desfosforiladas se unen a microtubulos, y el tratamiento
con TGF-B induce su disociacion. Las Smads también pueden interactuar con la filamina, un
andamio para proteinas de sefialamiento intercelular. EI TGF-$ induce la fosforilacion de ELF y su
asociacion con las Smad 3 y 4, la pérdida de esta proteina implica también la pérdida de la

transduccion de la sefial (Dernyck y Zhang, 2003).
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Requlacidn de la transcripcién por las Smads

Los receptores a TGF-f3 se mantienen activos al menos 3-4 horas después de la union del
ligando, lo que mantiene a las Smads en el nucleo, en donde regulan la expresion génica. La
estimulacion celular con TGF-B conlleva a la activacion o a la inhibicién de la transcripcion de
cientos de genes, y la respuesta depende del tipo celular y de las condiciones que afectan a la célula
en el momento de la estimulacion (Dernyck y Zhang, 2003; Shi y Massagué, 2003).

Después de ser fosforiladas, las R-Smads se disocian del receptor tipo I, presumiblemente
mediante cambios conformacionales que a su vez favorecen la formacion de complejos oligoméricos
con otras Smads. Las Smads fosforiladas pueden formar heterotrimeros compuestos de dos R-Smads
y una Smad 4, o heterodimeros formados por una R-Smad y una Smad 4, que posteriormente se
translocan al nacleo. En el nucleo, las R-Smads son constantemente desfosforiladas, 1o que resulta en
la disociacion del complejo y la exportacién de las Smads inactivas al citoplasma. EI nimero de
factores de transcripcion con los que pueden interactuar las Smads es impresionante, y éstos estan
frecuentemente regulados por multiples vias de sefialamiento (Dernyck y Zhang, 2003).

El complejo R-Smad-Smad 4 coopera con factores de transcripcidn secuencia-especificos (X)
que se unen con gran afinidad a secuencias de DNA conocidas, y también se une, aunque con menor
afinidad, al elemento de union a las Smads, activando la transcripcion (Dernyck y Zhang, 2003).

Las Smads cooperan entre ellas, y con otras proteinas, para efectuar una transcripcion
especifica. Por ejemplo, las Smads cooperan con los coactivadores transcripcionales CBP (proteina
de union a CREB)/p300, ARC105 (cofactor activador de reclutamiento de 105 kDa), MSG1 (gen
especifico de melanocitos) y SMIF (coactivador transcripcional de interaccion con Smad 4); y con
los co-represores c-Ski/SnoN, c-Myc, EVI1 (factor codificado por el sitio 1 ecotrépico de integracion
viral), ATF3 (factor de transcripcion activador 3), TGIF (factor de interaccion con el TGF-$), SNIP1
(proteina nuclear 1 de interaccion con Smad), SIP (proteina nuclear 1 inducible por la proteina 53
relacionada a la transformacion) y Tob (transductor del receptor de estrogeno ) (Dernyck y Zhang,
2003; Shi y Massague, 2003).

*TGF-B y apoptosis celular. Existen varios mecanismos a través de los cuales el TGF-p
induce una respuesta apoptética en la célula: 1) el TBRII interactla con la proteina pro-apoptética
Daxx, la cual activa a la cinasa N-terminal Jun (JNK), induciendo apoptosis en celulas epiteliales y
hepatocitos; 2) tanto los receptores a TGF-p como los receptores a BMPs activan a TAK1 (cinasa 1
activada por TGF-B), que a su a su vez es capaz de activar a las MAPKs-cinasa-cinasa (MKK) 3, 4 o
7. Estas cinasas conllevan a la activacion de JNK o p38, las cuales conducen a la apoptosis de varios

tipos celulares; 3) a través de las Smads, el TGF-p induce la expresion de genes que codifican
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proteinas pro-apoptéticas como DAPK (proteina cinasa asociada a muerte), SHIP (fosfatasa de
fosfolipidos) y TIEG1 (gen temprano inmediato inducido por el TGF-B); y 4) las Smads también
inactivan a la cinasa de sobrevivencia Akt (Moustakas y Heldin, 2005).

*TGF-B e inhibicion de la proliferacion. EI TGF-f inhibe la proliferacion de la mayoria de los
tipos celulares, incluyendo células epiteliales, endoteliales, hematopoyéticas y fibroblastos
embrionarios; sin embargo hay que mencionar que estimula la proliferacion de ciertas células
mesénguimas y de otros tipos celulares (Huang y Huang, 2005).

El TGF-pB es capaz de activar a proteinas inhibidoras del ciclo celular como p15, p21 y p57,
asi como de reprimir la expresion de c-Myc (que codifica un potente activador transcripcional de
genes requeridos para la proliferacion) y de los factores de diferenciacion Id1, 1d2 e 1d3 (Shi y
Massagué, 2003; Moustakas y Heldin, 2005). EI TGF-B también inhibe la diferenciacion de
mioblastos, osteoblastos y adipocitos a traves de la represion funcional de factores de transcripcion
claves que conducen a este proceso (Dernyck y Zhang, 2003).

El TGF-B también puede activar a RhoA, que a su vez activa a la cinasa 1 de Rho (Rock1), lo
que resulta en la fosforilacién, y consecuente inactivacion de la fosfatasa Cdc25 en células
epiteliales. Cdc25 se encarga de desfosforilar a cinasas dependientes de ciclinas (CDKSs),
promoviendo con ello la progresion del ciclo celular. Su inactivacion contribuye al arresto del ciclo
celular en la fase G1 (Moustakas y Heldin, 2005).

Es interesante mencionar que Huang y Huang (2005) han propuesto un modelo en el cual,
cuando la tasa de unién del TGF-B a los receptores TBRIlI y TBRI es mayor a 1 (el TGF-f se une de
manera dominante al TBRII), se prefiere la via de internalizacion a través de clatrina; y cuando la
tasa de union del TGF-B a los receptores TBRII y TBRI es menor a 1 (el TGF-B se une de forma
dominante a TBRI), el complejo se internaliza a través de endocitosis mediada por caveolina. En
células (por ejemplo epiteliales y endoteliales) que presentan una tasa de unién al TGF-p menor de 1,
este ligando actia como un antiproliferativo; por el contrario, en células (mesénquimas) que
presentan una tasa de union al TGF-p mayor de 1, el TGF-p actta como un factor mitogénico.
Entonces la respuesta celular al TGF-p puede ser potenciada o atenuada al modificar la expresion de
los receptores de tipo I, de tipo 1l y de tipo Il1.

*TGF-B y cancer. Se ha reportado que en varios tipos de cancer las células han adquirido

resistencia a los efectos antiproliferativos del TGF-B. Esta perdida en la actividad antitumoral se

atribuye a la interrupcion en alguno de los componentes de la via de sefialamiento del TGF-p, entre
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los que se incluyen a los TPRs, a las proteinas Smads, y al mismo TGF-f (Bae, et al., 1995; Heather
y Peng, 2006; Yamamoto, et al., 2006).

En un estadio temprano de la enfermedad el TGF-p actia como un agente antitumoral; sin
embargo, conforme progresa la formacion del tumor el TGF-f contribuye a la oncogénesis (Heather
y Peng, 2006). En lo que respecta a la relacion entre el cancer y los TPRs, se pueden mencionar los
siguientes ejemplos: la falta de actividad del TBRI se asocia con cancer de prdstata, de seno,
pancreatico, gastrico, renal, y con leucemia linfocitica cronica (Vellucci y Reiss, 1997; Kim, et al.,
2000; Heather y Peng, 2006). La pérdida en la expresion del TPRII ha sido reportada en la
carcinogénesis de colon, estdbmago, pancreas, higado, seno, corteza suprarrenal, y tumores
neuroectodérmicos primitivos (Hahm, et al., 1999; Yamamoto, et al., 2006), mientras que la pérdida
de la expresion del TBRIII estd implicada en el cancer de ovario, de prostata, de pancreas, de seno, y
renal (Sun y Chen, 1997; Venkatasubbarao, et al., 2000; Copland, et al., 2003; Dong, et al., 2007;
Hempel, et al., 2007; Sharifi, et al., 2007; Turley, et al., 2007).

La via de Ras-MEK-ERK merece una mencion especial, ya que durante el control normal de
la proliferacion el efecto antimitogénico del TGF- es dominante sobre el efecto de factores
mitogénicos que sefializan a través de Ras. Sin embargo, la hiperactividad de Ras puede contrarrestar
el efecto antiproliferativo del TGF-f al ocasionar que disminuya la expresion de los TPRs, al atenuar
la acumulacion de las Smads en el nucleo, y al aumentar el nivel de expresion del co-represor TGIF
(Massagué, 2000).

*TGF-p y transicion epitelio-mesénquima. Las respuestas morfogenéticas al TGF-p incluyen
la migracion celular y la transicion epitelio-mesénquima (EMT), las cuales son cruciales durante la
embriogénesis y para el establecimiento de enfermedades fibréticas y de carcinomas. Durante las
EMTs el epitelio polarizado de las células cambia, ya que: a) se rompe la adhesion célula-célula y
célula-matriz extracelular; b) la matriz extracelular se degrada; y c) cambia el fenotipo celular debido
al rearreglo del citoesqueleto de actina (Moustakas y Heldin, 2005).

Las Smads regulan genes como Snail, cuya proteina actia como represor génico de la E-
cadherina, conllevando a la disolucion de las uniones adherentes. Por otro lado, los receptores a
TGF-B se asocian de manera constitutiva con la proteina de polaridad Par6. Después de la union del
ligando, el receptor de tipo Il fosforila a Par6, que entonces recluta a Smurfl. Smurfl ubiquitina a
RhoA, marcandola para su degradacion y consecuentemente, se pierden las uniones estrechas
(Moustakas y Heldin, 2005).

Por dltimo, Smad 3 y 4 cooperan con el sefialamiento de RhoA y p38 para conducir a la

expresion de NET1 (gen transformador de células neuroepitelilaes) y tropomiosionas,
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respectivamente, que son importantes en el establecimiento a largo plazo de fibras de estrés de actina
(Moustakas y Heldin, 2005).

Mecanismos para finalizar la transduccion por TGF-

-La inmunofilina FKBP12 inhibe el sefialamiento al unirse a las regiones GS desfosforiladas
del receptor tipo | (Shi y Massagué, 2003).

-La desfosforilacion, asi como la ubiquitinacién y degradacién mediada por proteosomas de
las R-Smads activas son dos mecanismos para terminar la sefial (Shi y Massagué, 2003). Dos
proteinas pertenecientes a la familia de las ubiquitina ligasas E3, Smurf 1 y Smurf 2, antagonizan el
sefialamiento del TGF-B al interactuar con las R-Smads y marcarlas para su degradacion. Smurf 1
interactla con las Smads 1 y 5, afectando las respuestas inducidas por BMP; mientras que Smurf 2
interactua con diferentes R-Smads, permitiendo la interferencia en el sefialamiento de BMP, TGF-B y
activinas (Dernyck y Zhang, 2003).

-Smad 7 se une a los receptores activos en competencia con las R-Smads. Ademas, la Smad 7
conlleva a la ubiquitinacion y degradaciéon de los receptores con la ayuda de las Smurfs (Shi y
Massagué, 2003).

-Entre los reguladores negativos de la funcion transcripcional de las Smads, c-Ski y SnoN
antagonizan la transduccion por TGF- a través de su interaccion directa con Smad 4 y las R-Smads.
Por ejemplo, Ski compite con las R-Smads por el sitio de union a la Smad 4, interrupiendo la
formacion de un complejo funcional (Shi y Massagué, 2003).

-Las citocinas pro-inflamatorias interferén y (IFN-y) y factor de necrosis tumoral o (TNF-a),
cuya transduccion se realiza via STAT (transductor de sefiales y activador de la transcripcion) y NF-
kB (Factor Nuclear kB), respectivamente, activan la expresion de la Smad 7, lo que conlleva a la
inhibicion de la sefial del TGF-B (Shi y Massagué, 2003).

-Varias proteinas con dominios WD-40 se pueden asociar con los receptores a TGF-B. Por
ejemplo, la proteina de interaccion con el receptor de TGF-p (TRIP-1) interactia con los TPpRIIs
unidos a su ligando y es fosforilada por éste. Niveles crecientes de TRIP-1 fosforilada reprimen la
transcripcion inducida por TGF-B. Por otro lado, la proteina asociada al receptor con actividad de
cinasa de residuos de serina y treonina (STRAP) se puede asociar con los receptores a TGF- tanto
de tipo | como de tipo Il, y con las Smads 2, 3y 7. STRAP estabiliza la asociacion de Smad 7 con el
receptor, e inhibe la transcripcién al interferir con la unién de Smad 2 y 3 a su receptor (Dernyck y
Zhang, 2003).
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Interaccion del TGF-$ con otras vias

Otras vias de sefialamiento ayudan a definir la respuesta mediada por el TGF-B, y es aparente
que las proteinas relacionadas con el TGF-B no s6lo activan a las Smads, sino que también lo hacen
con componentes de otras vias (Dernyck y Zhang, 2003). Se reconocen tres mecanismos a través de
los cuales diversas proteinas involucradas en la transduccion de sefiales, e independientes de las
Smads, contribuyen a mediar las respuestas fisiologicas del TGF-f: 1) algunas proteinas modifican
(fosforilan) a las Smads, modulando la actividad de sus principales efectores; 2) las Smads
interactian y modulan a su vez la actividad de otras proteinas de sefialamiento (cinasas),
transmitiendo la sefial a otras vias; y 3) los receptores a TGF-f son capaces de fosforilar a proteinas
diferentes a las Smads, iniciando un sefialamiento paralelo que coopera con esta via (Moustakas y
Heldin, 2005).

*Vias que regulan la respuesta mediada por el TGF-$

-Se ha demostrado que la activacion de la cinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK),
como consecuencia de la activacion de Ras, deriva en la fosforilacién de las Smads 1, 2, y 3, lo que
disminuye su acumulacion en el ndcleo, alterando con ello la transcripcion dependiente de Smads
(Dernyck y Zhang, 2003; Shi y Massague, 2003).

-La via JNK tiene efectos positivos en la funcion de las Smads, ya que JNK fosforila a Smad
3, aumentando su translocacién nuclear y la transcripcion (Dernyck y Zhang, 2003; Shi y Massague,
2003).

-Similar al efecto de ERK, la CaMKII inhibe el sefialamiento del TGF-B a través de la
fosforilacion de las Smads 2, 3 y 4, afectando su heteromerizacion e inhibiendo su importe nuclear y
por tanto la transcripcion (Dernyck y Zhang, 2003; Shi y Massagué, 2003).

-Se ha visto que la activacion de MEKK1 (MAPK cinasa) aumenta la fosforilacion de Smad
2, su heteromerizacion con Smad 4, su translocacién al nicleo y su actividad transcripcional
(Dernyck y Zhang, 2003).

-La proteina cinasa C (PKC) fosforila el dominio MH1 de las Smads 2 y 3, lo que impide la
unién de Smad 3 con el DNA (Dernyck y Zhang, 2003).

-Las Smads también se pueden unir al corepresor transcripcional TGIF. La regulacion de
TGIF se lleva a cabo mediante la via Ras-MEK-MAPK. Los factores de crecimiento que activan a
Ras causan la fosforilacion de TGIF, lo que favorece la formacion del complejo TGIF-Smad 2 (Shiy
Massagué, 2003).
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*Vias independientes de Smad activadas por el TGF-

Ademas de mediar la transcripcion a traves de las Smads, el TGF-B activa otras vias de
sefialamiento, algunas de estas vias regulan la activacion de las Smads, pero otras pueden inducir
respuestas no relacionadas con la transcripcion (Dernyck y Zhang, 2003).

-El TGF-pB puede activar las vias de ERK, JNK y p38 de forma independiente a las Smads,
mediante la activacion de Ras, TAK1 y MEKK1. TAK1 puede fosforilar y activar a la cinasa kB
(Inhibidor de NF-kB), estimulando con ello el sefialamiento de NF«xB (Dernyck y Zhang, 2003).

-Smad 6 puede unirse a TAK1, disminuyendo su actividad; mientras que Smad 7 puede
aumentar y mantener la activacion de JNK (Dernyck y Zhang, 2003).

-Dependiendo de la linea celular, el TGF-p puede activar GTPasas como RhoA, RhoB, Rac y
Cdc42. Rac y Cdc42 regulan la activacion de JINK y p38; mientras que Rho, Rac y Cdc42 afectan la
organizacion del citoesqueleto (Dernyck y Zhang, 2003).

-El TGF-p también puede activar a la fosfatidilinositol 3’-cinasa (PI3K), mediante la
fosforilacion de su efector Akt. La inhibicion de PI3K reduce la fosforilacion de Smad 2 y la
transcripcion inducida por el TGF-B (Dernyck y Zhang, 2003).

-El TGF-p puede actuar a través de la fosfatasa 2A, aumentando su activacion, lo que
conlleva a la desfosforilacion de p70S6K, una proteina clave en la progresion del ciclo celular
(Dernyck y Zhang, 2003).

Expresion del TGF-B v de sus receptores en el 0jo

*TGF-B. En el tejido ocular el TGF-B participa principalmente en procesos de migracion y de
proliferacion celular (Saika, 2006). Estudios previos realizados en ojos de mono (Macaca mulatta)
han demostrado que de las tres isoformas del TGF-B presentes en mamiferos, el TGF-B2 es la
isoforma predominante en el polo posterior del ojo (retina, vitreo y complejo EPR-coroides). La
isoforma TGF-B1 también se expresa, pero en mucho menor cantidad. In vivo, el TGF-f2 es
producido principalmente por el EPR, el epitelio ciliar y el epitelio de la lente; mientras que la
coroides, con su combinacion de células endoteliales, pericitos, melanocitos y fibroblastos es la
fuente principal de TGF-B1. En este contexto, la evidencia apoya la posibilidad de que el EPR o los
fotorreceptores sean una fuente de TGF-B2, un blanco para esta molécula, o ambas cosas (Pfeffer, et
al., 1994, Saika, 2006).

Otros estudios inmunohistoquimicos han localizado al TGF-B1 en el endotelio coroidal,
segmentos externos de los fotorreceptores y células de Miller. EI TGF-p2 ha sido localizado en el
estroma de la coroides, EPR, segmentos externos de los fotorreceptores y hialocitos. EI TGF-B3 se ha
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encontrado en los segmentos internos de los fotorreceptores, células de Miiller, células ganglionares
y hialocitos (Campochiaro, 1998).

Se ha propuesto al TGF-2 como la isoforma de mayor importancia en los tejidos oculares, ya
que la falta de TGF-p2, pero no de TGF-B1 6 -B3, perturba el desarrollo embrionario en ojos de ratén
(Saika, 2006).

Se sabe que el TGF-B influencia la proliferacion y diferenciacion de varios tipos de células
epiteliales, entre las que se incluye al EPR. Por ello, variaciones de la concentracion de TGF-p en el
polo posterior del ojo pueden contribuir con la funcién normal visual, pero también estar implicados
en la patogénesis de enfermedades fibréticas asociadas a la reparacion de tejidos, que impiden la
vision y la homeostasis del tejido ocular. Por ejemplo, se ha demostrado que en 0jos humanos
afectados por la VRP la concentracion del TGF-f2 en el vitreo es mayor que en los ojos sanos. La
importancia del dato de la concentracion elevada radica en su correlacion con la severidad de la VRP
(Pfeffer, et al., 1994; Obata, et al., 1999; Saika, 2006).

*Receptores de TGF-B. En un estudio realizado en ojos de rata, los siguientes tejidos
expresan receptores a TGF-p a nivel de proteina: cornea, cuerpo ciliar, iris, lente, retina, EPR y
células vasculares. Especificamente, TBRI se expresa en la cornea, cuerpo ciliar, iris, lente, retina
(excluyendo a los segmentos externos de los fotorreceptores), EPR y células vasculares. Ademas de
los tejidos mencionados en relacion al TPRI, el TBRII se expresa también en los segmentos externos

de los fotorreceptores (Obata, et al., 1999).

El Glutamato

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador en el Sistema Nervioso Central (SNC).
Este aminoacido desempefia multiples funciones, que incluyen la transmision sinaptica, a través de la
despolarizacion de la membrana celular; el desarrollo del SNC, como estimulo quimiotéctico que
inicia la migracion; la adquisicion y almacenamiento de nueva informacion (aprendizaje); la
sobrevivencia neuronal; y la sinaptogénesis, ya que modula el crecimiento axonal y la formacién de
sinapsis (Michaelis, 1998).

El glutamato también puede funcionar como un agente excitotoxico cuando su concentracion
extracelular es elevada, por lo que ha sido relacionado con una variedad de enfermedades

neurodegenerativas (Michaelis, 1998).
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Receptores de Glutamato

Estudios previos han revelado una gran complejidad en la estructura de los receptores a
glutamato, que va a la par con la variedad de vias de transduccién de sefiales que se activan con la
estimulacion de estos receptores. Estas incluyen la activacion o inhibicion de enzimas; la liberacion
o inhibicién de segundos mensajeros (IPs, diacilglicerol (DAG), cAMP, Ca?*, especies reactivas de
oxigeno (ROS), especies reactivas de nitrogeno); y la formacion y liberacion de mensajeros trans-
celulares como el éxido nitrico (NO) y el acido araquiddnico. Las vias de transduccion intra o
intercelulares activadas por el glutamato pueden conducir, finalmente a cambios en la regulacion de
la expresién génica (Lerea, 1997; Michaelis, 1998).

El glutamato actla a través de receptores ionotrépicos (canales idnicos regulados por ligando)

y metabotropicos (receptores acoplados a proteinas G) (Michaelis, 1998; Kew y Kemp, 2005).

*Receptores ionotropicos

Los receptores inotropicos a glutamato (iGIuRs) son canales cationicos encargados de
transmitir las respuestas excitadoras en la mayoria de las sinapsis del SNC, ya que su activacion
produce un cambio en el potencial de membrana de la célula postsinaptica (Mayer, 2005).

Existen tres tipos principales de iGluRs, que han sido nombrados de acuerdo a los agonistas
que originalmente los activaron de manera selectiva (Michaelis, 1998; Kew y Kemp, 2005): 1)
AMPA (&cido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoazolepropionico), 2) Kainato (2-carboxi-3-
carboximetil-4-isopropenilpirrolidina), y 3) NMDA (N-metil-D-aspartato).

Las subunidades de los iGIuRs poseen: un dominio extracelular N-terminal bi-lobulado; dos
dominios, también extracelulares, de union al ligando designados como D1 y D2; un canal ionico
formado por tres segmentos transmembranales (dominios M1, M3y M4); un poro (dominio M2, que
no atraviesa totalmente la membrana, sino que forma un asa re-entrante al citoplasma); y un dominio
intracelular C-terminal de tamafio variable e importante en la regulacion del receptor (Kew y Kemp,
2005; Mayer, 2005).

Es interesante notar que los iGIuRs presentan agonismo parcial, y se han propuesto dos
modelos para explicar este comportamiento: 1) en el modelo de transicién concertada, los agonistas
poseen diferentes afinidades por el receptor dependiendo si éste esta en su conformacion activa o de
reposo; y 2) el modelo adaptativo sugiere que los receptores pueden existir en multiples estados
conformacionales, y que los ligandos que mejor se acoplen a ellos seran los que produzcan la mayor
activacion. La estructura cristalografica de los iGIuRs indica que los dos modelos estan involucrados
en la activacion parcial de los receptores (Mayer, 2005).
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Finalmente podemos mencionar que los iGIuRs se asocian a un gran ndmero de proteinas
citoplasmaticas y citoesqueléticas a través de dominios PDZ. La evidencia indica que estas proteinas

modulan la funcién de los receptores (Mayer, 2005).

Receptores AMPA. Los receptores AMPA forman una familia de cuatro subunidades
(GluR1-4), producto de genes diferentes (Michaelis, 1998). Los receptores funcionales estan
formados por tetrameros (Kew y Kemp, 2005). La mayoria de los receptores AMPA son
impermeables al Ca®*, aunque algunos receptores identificados en hipocampo, células bipolares de la
retina, células no piramidales de la corteza cerebral, y células de Bergmann en el cerebelo, forman
canales i6nicos permeables al Ca®*. La subunidad GIuR2 es clave para determinar la permeabilidad
de los receptores al Ca**, ya que su presencia confiere al receptor impermeabilidad a este catién
(Michaelis, 1998; Kew y Kemp, 2005).

Existen variantes de todas las subunidades que forman los receptores AMPA, debido al
empalme alternativo de secuencias exonicas, denominadas formas “flip” y “flop”. Estas formas
alternativas se expresan diferencialmente durante el desarrollo embrionario: las variantes flip se
expresan principalmente en las neuronas prenatales, mientras que las variantes flop aparecen en el

periodo postnatal de maduracion (Michaelis, 1998; Kew y Kemp, 2005).

Receptores Kainato. Las subunidades que forman los receptores Kainato (KA) se clasifican
en dos subfamilias: 1) GIuR5-7, y 2) KA-1 y KA-2. Los receptores nativos se presentan en
combinaciones tetraméricas, que pueden ser homomeéricas y heteroméricas. Las subunidades KA-1y
KA-2 no forman receptores homomeéricos funcionales (Kew y Kemp, 2005).

De manera similar a la subunidad GIuR2, las caracteristicas de la subunidad GIuR6 le
confieren a los receptores que la contengan impermeabilidad a cationes divalentes (Michaelis, 1998).

Los receptores AMPA y KA funcionan para una neurotransmision excitadora rapida, ya que
se activan (1-4 mseg) y se desensibilizan rapidamente (2-14 mseg). Los canales formados por los
receptores son principalmente permeables a Na* y K, y generalmente, exhiben baja conductancia
(Michaelis, 1998).

Receptores NMDA. En comparacion con los receptores AMPA/KA, los receptores de NMDA
responden al glutamato de manera mas lenta, y se caracterizan por su lenta desensibilizacion, alta
conductancia y alta permeabilidad al Ca®*. Se piensa que la respuesta lenta de estos receptores se
debe a que estan ténicamente inhibidos por el Mg?* presente en el ambiente extracelular de las

neuronas. La completa activacion de estos receptores requiere eliminar el bloqueo por Mg**. Como
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esta inhibicion es dependiente de voltaje, entonces la rapida activacion de los receptores AMPA/KA,
que conllevan a una despolarizacién de la membrana, disminuyen el efecto inhibitorio del Mg

permitiendo la activacion de los receptores NMDA (Michaelis, 1998).

AMPA/KA NMDA

Figura 7. Esquema que representa a los receptores de tipo ionotrépico. Los receptores de AMPA/KA son
permeables principalmente al Na*, mientras que los receptores de NMDA son permeables principalmente al
Ca”*. Glu, glutamato: Gli, glicina; PCP, fenciclidina. Modificado de Kandel, et al., 2000.

Los receptores de tipo NMDA componen una familia de siete subunidades: NR1 (de las
cuales se han identificado 8 variantes funcionales NR1a-h y una no funcional, codificadas por un
mismo gene), NR2A-D y NR3A y B, todos producto de genes separados (Kew y Kemp, 2005). La
composicion de los receptores NMDA no se conoce con precision, sin embargo, se ha propuesto que
in vivo dichos receptores son heterdmeros que incluyen dos subunidades NR1, que forman el canal, y
una o mas subunidades NR2 y/o NR3 que modulan su actividad (Lee-Rivera y Ldpez-Colomé,
2005).

La subunidad NR1 se expresa de forma generalizada en las diferentes regiones del SNC,
mientras que las subunidades NR2 y NR3 se expresan de forma diferencial en las diferentes areas del
sistema nervioso y en los diferentes periodos del desarrollo embrionario. Por ejemplo, NR2A se ha
identificado en la corteza cerebral, hipocampo, corteza cerebelar, bulbo olfatorio y tubérculo. NR2B
se expresa en el telencéfalo y, a bajos niveles, en el diencéfalo y tallo cerebral. NR2C se expresa
principalmente en la corteza cerebelar y en la retina, mientras que NR2D se expresa en el diencéfalo
y tallo cerebral, siendo prominente su expresion en el desarrollo temprano (Michaelis, 1998; Kew y
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Kemp, 2005). Por ultimo, mientras que la subunidad NR3A se expresa de forma generalizada en el
SNC, la expresion en el adulto de la subunidad NR3B esté restringida a las motoneuronas somaticas
del tallo cerebral y la espina dorsal (Kew y Kemp, 2005; Lee-Rivera y Lopez-Colomé, 2005).

En la corteza cerebral e hipocampo los receptores NMDA se localizan tanto en el soma como
en las dendritas. En la médula espinal, nicleo acumbens y corteza visual se ubican en las terminales
presinapticas, de las cuales se libera el glutamato como neurotransmisor, indicando que en algunos
circuitos neuronales existen “autorreceptores” presinapticos involucrados en regular la liberacién de
este neurotransmisor (Michaelis, 1998).

Para su activacion, los receptores NMDA requieren la presencia obligada de dos co-agonistas:
glicina y glutamato, que se unen a las subunidades NR1 y NR2, respectivamente (Michaelis, 1998;
Kew y Kemp, 2005).

Regulacidn de los receptores ionotropicos

Tanto la edicion del pre-mRNA, como la expresion de distintas subunidades y su arreglo en
complejos heteroméricos, permiten obtener una amplia gama de receptores que tienen propiedades
funcionales y farmacologicas distintas (Michaelis, 1998; Kew y Kemp, 2005).

Los receptores ionotrépicos estan modulados por la concentracién intracelular de ATP. Por
ejemplo, la amplitud de la corriente inducida por los receptores KA se ve aumentada cuando la
subunidad GIuR6 se fosforila por la proteina cinasa A (PKA). Los receptores AMPA/KA también
pueden ser fosforilados por la CaMKIl y la PKC (Michaelis, 1998).

Por otro lado, la activacién de los receptores NMDA conlleva a una entrada mayor de Ca**, lo
que incrementa la activacion por fosforilacion de la CaMKII y la subsecuente fosforilacion de los
receptores AMPA/KA. Ademas, los receptores NMDA pueden ser fosforilados por la PKC o por
proteinas tirosina cinasas, lo que aumenta su conductancia. ElI aumento en la respuesta de estos
receptores inducido por la PKC estd vinculado con la respuesta de los mGIuRs del grupo I, que
estimulan a la fosfolipasa C (PLC); el DAG producto de esta reaccion activa a la PKC (Michaelis,
1998).

La activacion de la PKA, que depende de los niveles de CAMP, causa un aumento en las
corrientes de los tres tipos de receptores ionotrépicos en la retina y en las uniones sinapticas del
cerebro (Michaelis, 1998).

Mientras que la fosforilacidon de los receptores aumenta su actividad, la desfosfrorilacion de
estas proteinas tiene el efecto contrario. Por ejemplo, la activacion de fosfatasas, como la
calcineurina y las fosfatasas de fosfotirosina, aumentan la tasa de desensibilizacion de los receptores

NMDA, disminuyendo la respuesta del receptor a sus agonistas (Michaelis, 1998).
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*Receptores metabotropicos

Los receptores metabotropicos (mGIluRs) son miembros de la amplia familia C de receptores
acoplados a proteinas G (GPCR). Todos los mGIuRs poseen un largo dominio extracelular N-
terminal bi-lobulado, que contiene el sitio de union al glutamato. El dominio N-terminal esta unido
mediante una region rica en cisteinas a un dominio transmembranal heptahelical, tipico de los GPCR,
y que media la activacién de la proteina G. ElI dominio C-terminal es intracelular y juega un papel
importante en la regulacion de la actividad del receptor (Kew y Kemp, 2005).

Los mGIluRs componen una familia de 8 miembros (mGIuR1-8), que ha sido subdivida en
tres clases con base en la homologia de sus secuencias, al segundo mensajero al que estan acoplados,
y a las propiedades farmacoldgicas que exhiben. El grupo | (mGIuR1 y 5) se acopla principalmente
via G¢/G1; a la PLC. La activacion de estos receptores conlleva a la conversion catalizada por la
PLC del fosfatidilinositol 4,5-bifosfato a IP; y DAG. Este ultimo esté involucrado en la activacion de
la PKC, mientras que el IP; aumenta la liberacion intracelular de Ca®* del reticulo endoplasmético.
Los grupos Il (mGIuR2 y 3) y Il (mGIuR4, 6, 7 y 8) parecen estar acoplados a proteinas Gi/G, e
inhiben la actividad de la adenilato ciclasa. Ademas, se ha observado que los mGIuRs pueden
estimular otras vias de sefialamiento a través de proteinas como la fosfodiesterasa del guanosin
monofosfato ciclico, la fosfolipasa D, la fosfatasa 2A, y las MAPKs (Michaelis, 1998; Fagni, et al.,
2004; Kew y Kemp, 2005).

Sitie de union
a moduladores

Sitio de unidn
al glutamato

Dominio
extracelular
bi=-lebulade

Daminie Trans membranal
heptahelical

Dominio intracelular
acoplade a proteinas &

Figura 8. Esquema que representa a los receptores de tipo metabotrdpico. Estos receptores estan acoplados
a una proteina G que activa una cascada de segundos mensajeros.
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Mientras que el mGIuRG6 esta confinado a la retina, todos los demas miembros de la familia
de los mGIuR se expresan en el SNC de los mamiferos tanto en células neuronales como en células
gliales. Los miembros individuales de la familia también exhiben distintos patrones de expresién
espacio-temporal: los mGIluRs del grupo | se localizan tipicamente en dominios somatodendriticos
postsinapticos, mientras que los receptores pertenecientes a los grupos Il 'y Il son
predominantemente presinapticos, localizados en terminales axdnicas en donde pueden regular la
liberacion de los neurotransmisores (Fagni, et al., 2004; Kew y Kemp, 2005).

Generalmente, los mGIluRs cumplen una funcion moduladora al regular la excitabilidad
neuronal, la transmision sinaptica y la plasticidad (Kew y Kemp, 2005).

Se piensa que los mGIluRs funcionales estan formados por homodimeros. En la ausencia del
ligando o cuando estan ocupados por antagonistas competitivos, los dominios bi-lobulados
extracelulares del homodimero estan separados fisicamente, en una conformacion abierta. Después

de la union del agonista adoptan una conformacion cerrada (Kew y Kemp, 2005).

Farmacologia de los receptores de glutamato

En la Tabla 2 se incluyen los principales compuestos que se han identificado como agonistas,
antagonistas o0 moduladores alostéricos para los iGIuRs y para los mGIuRs.

Tabla 2. Farmacologia de los Receptores de Glutamato.

Receptor de . . Moduladores
Agonistas Antagonistas - e
Glutamato alostéricos positivos

Comepetitivos:
principalmente
derivados de las

quinoxalinas como | aniracetma, benzamidas

CNQX, DNQX, (CX516, CX546),
e NBQX, PNQX benzotiadiazidas
AMPA agldo !b.otenlc.o, aqqlo (ciclotiazida),
quiscualico, willardiina L L . .
No competitivos: | biaripropilsulfonamidas
benzodiazepinas (LY392098,
(GYKI 52466, GYKI LY404187)
53784) y
quinazolinonas (CP-
465,022, CP-526,427)
domoato, anélogog del CNOX, NBOX
Kainato AMPA (ATPA), analogos derivados de la concavalina-A

del glutamato (SYMZ2081,

LY339434) willardiina (UBP296)
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En el sitio de
reconocimiento a la
glicina: D-serina, (ACPC)

derivados (7-Cl-
quinurenato, sulfo-Cl-
quinurenato)

Compuestos que
bloquean el poro del
canal iénico:
anestésicos
disociativos como
cetamina,
fenilciclidina, MK-
801

Receptor de . . Moduladores
Agonistas Antagonistas - b
Glutamato alostéricos positivos
En el sitio de
reconocimiento al
glutamato: derivados
de los &cidos alfa-
amino carboxilicos
(D-AP5, CGS 19755,
CPG 39653)
En el sitio de En el sitio de
reconocimiento al reconocimiento a la
glutamato: L-aspartato, glicina: acido poliaminas (espermina,
NMDA guinolinato, homocisteato | quinurénico y sus espermidina), cuya

activacion se inhibe por
el ifenprodil

Metabotropicos

(trans-ACDP)

AP-3, AP-4

El glutamato v la requlacion de la expresidn génica

Se ha observado que el glutamato y sus agonistas como el NMDA y el KA incrementan la

actividad de las MAPKSs de manera dosis-dependiente (Haddad, 2005). Por ejemplo, la activacion de

los receptores a glutamato, especialmente de tipo NMDA, conllevan al aumento en los niveles de

Ca’* intracelular y a la estimulacion de la PKC y la CaMKII. Ambas enzimas son capaces de activar

la cascada de sefialamiento de las MAPKSs, con la subsecuente activacion de genes tempranos como

c-Jun, c-Myc, c-Fos, ATF-2, y Elk-1, que codifican factores de transcripcion que finalmente

regularan la expresion de genes tardios (Lerea, 1997; Michaelis, 1998). Los receptores AMPA

permeables al Ca** también estan relacionados con la activacion de la cascada de las MAPKs,

proceso dependiente de la activacion de la PI3K (Haddad, 2005).
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Por otro lado, se ha observado en el SNC que los receptores iGIuRs activan al factor de
transcripcion NFxB a través de la PI3K y la PKC. Estas enzimas activan a la cinasa IkB, cuya
funcion es inactivar a la proteina inhibidora IxB, lo que permite la disociacion del complejo IkB-
NF«kB y la subsecuente translocacién de NFxB al ndcleo, donde activa factores de transcripcion que
Ilevan a la célula a iniciar una cascada de procesos que la protejan ante un dafio, o bien la conduzcan
a la muerte (Michaelis, 1998; Kaltschmidt, et al., 2005; Méndez, 2005).

Glutamato v excitotoxicidad

La excitotoxicidad, que resulta de una activacion excesiva de los receptores a glutamato, ha
sido ligada a varios estados patolégicos en el SNC (Michaelis, 1998). El aumento de Ca*
intracelular es clave en estos procesos (Haddad, 2005), por ejemplo:

-Se asume que el incremento en la concentracién de Ca®* causa un estrés oxidativo en la
mitocondria que conlleva a una fosforilacién oxidativa excesiva y al incremento en la produccion de
ROS (°0;, H,0,, °OH). Se considera que la formacion de ROS es una sefial de estrés oxidativo que
encamina a las células a morir por apoptosis (Michaelis, 1998).

-La entrada de Ca** puede conllevar a un aumento en la actividad de proteasas dependientes
de Ca?*, las caspasas, involucradas en la muerte neuronal por apoptosis (Michaelis, 1998).

-La entrada de Ca®* también activa a la enzima fosfolipasa A,, que cataliza la formacion de
acido araquidonico. ElI metabolismo de este acido por las ciclooxigenasas genera °O,’, que junto a
otras ROS pueden constituirse como el estimulo inicial que desencadena la apoptosis neuronal
(Michaelis, 1998).

-Otra enzima activada por el aumento del Ca®* es la sintasa del 6xido nitrico, cuya actividad
implica la formacién de peroxinitrito (ONOQO). EI peroxinitrito es un fuerte agente oxidante que
causa la nitracion de residuos de tirosinas en las proteinas y la oxidacion de lipidos y DNA
(Michaelis, 1998).

El glutamato v su funcién en el ojo

El glutamato es el principal neurotransmisor excitador en la retina de los vertebrados, y es
utilizado desde los fotorreceptores hasta las células ganglionares para transmitir la informacion desde
la retina hacia el cerebro (Madenpé4, et al., 2004; Lee-Rivera'y Lopez Colomé, 2005).

Se ha propuesto al glutamato y a otros aminoacidos (L-aspartato, taurina, glutamina) como
los posibles mensajeros que llevan a la fagocitosis de los segmentos externos de los fotorreceptores
por el EPR de forma independiente de la luz, contribuyendo también a la adhesividad entre ambas

estructuras (Lopez-Colomé, et al., 1994).
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En este contexto, estd demostrada la presencia de receptores ionotropicos y metabotropicos en
el EPR humano y del pollo. La activacion de estos receptores estimula la formacion de fosfatos de
inositol, y la elevacion del Ca®* intracelular, lo que puede afectar a las funciones celulares (L6pez-
Colomé, et al., 1994).

Por otro lado, se sabe que el glutamato tiene efectos neurotdxicos cuando esta presente a
elevadas concentraciones extracelulares, por lo que su remocion del espacio intersinaptico es esencial
para una neurotransmision normal en la retina. De los cinco transportadores de glutamato que han
sido clonados: 1) GLAST (transportador de glutamato/aspartato dependiente de Na’), 2) GLT1
(transportador de glutamato 1), 3) EAAC (acarreador de aminodcidos excitadores), 4) EAAT4
(transportador de aminoacidos excitadores) y 5) EAATS5; todos, con excepcion de EAAT4, han sido
encontrados en la retina. En el EPR también se han encontrado transportadores de glutamato, por lo
que se piensa que el EPR toma parte, junto con las células de Miiller, en la regulacién de la
concentracion de este aminoacido en el espacio subrretinal. Por ejemplo, en las lineas celulares de
EPR humano ARPE19 y D407 se han identificado los transportadores EAAT4 y EAAC1 (Marc, et
al., 1998; Méenpaa, et al., 2004).

Excitotoxicidad por glutamato v VRP

Se ha probado que los aminoacidos excitadores relacionados con el glutamato inducen la
degeneracion de las células de la retina cuando se administran sistémicamente a ratas recién nacidas
o0 alternativamente, cuando se aplican intravitrealmente a animales maduros o a neuronas en cultivo
primario. Estos hallazgos sugieren que la concentracion de glutamato en el espacio subrretinal debe
mantenerse baja y finamente regulada para evitar la toxicidad retinal (Lopez-Colomé, et al., 1993).
Esta regulacion se lleva a cabo principalmente por las células de Miller, que capturan al glutamato
del ambiente extracelular y lo transforman en glutamina mediante la enzima glutamina sintetasa
(Diederen, et al., 2006).

Se espera que ante algun tipo de estrés ocular (trauma, fotocoagulacion, desprendimiento de
la retina, isquemia e hipoxia), los niveles extracelulares de glutamato en la retina aumenten debido a
la ruptura de los fotorreceptores y a la estimulacion mecénica en masa de fotorreceptores y células
bipolares (Marc, et al., 1998; Uchida, et al., 1998). Por ejemplo, se han encontrado concentraciones
elevadas de glutamato en el vitreo de pacientes con desprendimiento regmatégeno retiniano y con
retinopatia diabética proliferativa (Diederen, et al., 2006).

En un modelo de desprendimiento retinal en gato, se observaron las variaciones intracelulares
de glutamato en células del EPR, y se encontr6 que: al inicio (dia 3) la concentracion de glutamato

alcanza un pico maximo, para luego descender a niveles basales (semana 4). Estos datos sugieren que

46



el EPR percibe e intenta regular la composicion del espacio subrretinal, junto con las células de
Mdller (Marc, et al., 1998).

El estudio de Uchida, et al. (1998) mostr6 que al estimular los receptores de tipo NMDA con
glutamato, se inducia la proliferacion de células del EPR de rata en cultivo. Estos datos sugieren que
bajo condiciones de estrés ocular, cuando se acumula un alto nivel de glutamato en el espacio
extracelular, las células del EPR pueden activarse y proliferar, contribuyendo con ello a la
patogénesis de la VRP.

Por altimo, es interesante notar que los receptores NMDA son sensibles al estiramiento
mecénico u osmatico de las membranas neuronales. El estiramiento incrementa la probabilidad de
que se abran los canales, y si el estimulo se sostiene, la respuesta aumenta aun mas debido a que
disminuye el blogqueo por Mg?*. Esto conlleva a un aumento en la entrada de Ca* al interior celular,
proceso que ha sido propuesto como el inicio en el evento de dafio neuronal. También es posible que
la deformacion de la membrana inicie otros eventos moleculares como la activacion de cinasas
sensibles a la adhesion focal macromolecular, y a la fosforilacion de receptores NMDA (Michaelis,
1998).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como se ha mencionado, entre las funciones del EPR se cuenta la de secretar una gran
variedad de factores de crecimiento y citocinas. Cuando la secrecion de dichos factores cambia como
respuesta a un dafio, se pueden desarrollar enfermedades retinianas; por tanto, conforme se conozcan
las interacciones de estos factores se podran disefiar estrategias terapéuticas para el tratamiento y/o
prevencion de las enfermedades correspondientes (Marmor, 1998b; Strauss, 2005).

Particularmente, el EPR es una fuente importante de TGF-p tanto in vivo como in vitro
(Tanihara et al., 1993; Kvanta, 1994; Pfeffer, et al., 1994; Campochiaro, 1998; Tezel y Del Priore,
1999; Hirase, et al., 2005; Saika, 2006). Variaciones de la concentracion de esta citocina en el polo
posterior del ojo pueden contribuir a la funcién visual normal, pero también estar implicados en la
patogénesis de enfermedades fibroticas asociadas a la reparacion de tejidos, entre las que se incluyen
la VRP y la retinopatia diabetica proliferativa (Connor et al., 1989; Matsumoto, et al., 1994; Pfeffer,
etal., 1994; Obata, et al., 1999; Saika, 2006).

Ademas del TGF-B, otro factor que se libera cuando ocurre algun tipo de estrés ocular es el
glutamato, el principal neurotransmisor excitador en la retina de los vertebrados. En este contexto, se
observan concentraciones elevadas de glutamato en el vitreo de pacientes con desprendimiento
regmatdgeno de retina y con retinopatia diabética proliferativa (Marc, et al., 1998; Uchida, et al.,
1998; Lee-Riveray Lopez Colomé, 2005; Diederen, et al., 2006).

El glutamato puede actuar no s6lo como neurotransmisor, sino también como factor trofico en
células gliales y neuronales al inducir la liberacién del factor neurotrofico derivado del cerebro
(BDNF) y del TGF-B (Bruno, et al., 1998; D’Onofrio, et al., 2001; Balazs, 2006). EI TGF-p se libera
en el SNC como un agente neuroprotector ante una gran variedad de agentes inductores de muerte,
entre los que se incluye el glutamato, cuya elevacién produce excitotoxicidad (Prehn, et al., 1993,
Flanders et al., 1997; Dobbertin, et al., 2000; Dhandapani y Brann, 2003). Por otra parte, se ha
observado que el glutamato induce la proliferacion de las células del EPR en cultivo (Uchida, et al.,
1998). Dado que estas células epiteliales expresan receptores tanto ionotropicos como
metabotropicos de glutamato (Lopez-Colomé; et al., 1993; Ldopez-Colomé, et al., 1994; Maenpéaa, et
al., 2004), es posible que su administracién ocasione la liberacién de TGF-p, o bien que la inhiba.

Aunque estudios previos han demostrado la expresion de los receptores de TGF-$ en el EPR
de humano (Kociok, et al., 1998; Bochaton-Piallat, et al., 2000; Mitsuhiro et al., 2003) y de rata
(Obata, et al.,, 1999), no se ha investigado si dicha expresion cambia como respuesta a la
estimulacion con algun compuesto neuroactivo. Por otro lado, cambios en la expresion de los TPRs

se asocian con la progresion de enfermedades fibroproliferativas (Sun y Chen, 1997; Roulot, et al.,
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1999; Kim, et al., 2000; Goldberg, et al., 2002; Chang, et al., 2002; Fee, et al., 2004; Huang y Huang,
2005; Turley, et al., 2007; Yamane, et al., 2007), por lo que es factible pensar que el glutamato, al

inducir la proliferacion de las células del EPR, modifique la expresién de dichos receptores.

HIPOTESIS

El glutamato modifica la liberacién de TGF-B y/o la expresion de sus receptores en células
cultivadas de EPR de pollo, de rata y de la linea ARPE-19, siendo ambas moléculas importantes en el

desarrollo de enfermedades retinianas, como la VRP.

OBJETIVOS

1. Identificar a las células en cultivo utilizando la proteina RPE65 como marcador especifico
de las células del EPR mediante ensayos de inmunofluorescencia.

2. Determinar si el glutamato modifica la liberacion de TGF-$ en cultivos celulares de EPR
de pollo, de rata y de la linea ARPE-19 mediante ensayos de ELISA.

3. Determinar la expresion génica de los receptores de TGF- en cultivos celulares de EPR de
pollo, de rata y de la linea ARPE-19 mediante ensayos de RT-PCR.

4. Determinar si el glutamato modifica la expresion de los receptores de TGF-B en cultivos

celulares de EPR de pollo, de rata y de la linea ARPE-19 mediante ensayos de RT-PCR.
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METODOLOGIA

Cultivo primario de EPR de pollo. Para realizar el cultivo se extrajo el globo ocular de
embriones de pollo de 7-8 dias de gestacion. Los ojos se cortaron por la parte media, y después de
remover la retina, se extrajo el EPR en medio RKB (Ringer Kreb’s Bicarbonato: NaCl 118 mM,;
KH,PO,4 1.2 mM; KCI 4.7 mM; CaCl, 2.5 mM; MgSQO, 1.17 mM; NaHCO3 34.5 mM; y glucosa 5.6
mM). El tejido se lavd 5-7 veces con medio RKB, y se incubd por 12 minutos a 37°C con 0.13% de
tripsina en amortiguador de fosfatos en solucidn salina (PBS). La tripsina fue eliminada y el tejido se
lavo 3 veces mas con medio L-MEM (Invitrogen Corporation, California) con 1% de albumina de
suero bovino (BSA, Calbiochem, California). Las células se resuspendieron en medio Opti-MEM
(Invitrogen Corporation, California; suplementado con antibidticos: 0.01% de penicilina; 0.01% de
estreptomicina; 0.02% de neomicina; 0.02% de gentamicina; y 0.01% de nistatina) con 4% de suro
fetal bovino (FBS, Invitrogen Corporation, California), y fueron filtradas a traves de una malla de
nylon de 50 um de poro. Para los ensayos de cinética de activacion por glutamato las células se
sembraron a una densidad de 500 000 células por pozo en cajas de cultivo con 6 pozos (Corning
Incorporated, New York). Para los ensayos de inmunofluorescencia las células se sembraron a una
densidad de 10 000 células por pozo en portaobjetos con 8 pozos (Nalge Nunc Internacional,
Illinois). Las células permanecieron hasta su uso en un ambiente humidificado de aire al 95% y CO,
al 5%, a 37°C.

Cultivo primario de EPR de rata. Para realizar el cultivo se extrajo el globo ocular de ratas
Long Evans de 8-10 dias de edad, previamente anestesiadas con cloroformo. Los 0jos se incubaron
por 30 minutos a 37°C con 2% de dispasa en DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium;
Invitrogen Corporation, California; pH 7.4; suplementado con antibidticos: 0.0125% de penicilina;
0.0125 % de estreptomicina; 0.0250% de neomicina; 0.0250% de gentamicina; y 0.01% de nistatina).
Después de retirar el tejido adyacente al globo ocular, éste se cortd por la parte media. El fondo del
0jo se incubd por 15 minutos a temperatura ambiente en HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution libre
de Ca®" y Mg®"; pH 8), se retird la retina y se aisl6 el EPR. El tejido se recuperd por centrifugacion
(5 minutos a 2 000 rpm) y fue resuspendido en HBSS con 0.1% de tripsina. El EPR se incubd por 5
minutos a 37°C, y para finalizar la accion de la tripsina se agreg6 un exceso de medio Opti-MEM con
4% de FBS. Después de centrifugar el tejido durante 5 minutos a 2 000 rpm, se elimind el
sobrenadante, y las células fueron resuspendidas en Opti-MEM con 4% de FBS. La suspension
celular se filtré a través de una malla de nylon de 50 um de poro para finalmente sembrar las células.

Para los ensayos de cinética de activacion por glutamato las células se sembraron a una densidad de
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500 000 células por pozo en cajas de cultivo con 6 pozos (Corning Incorporated, New York). Para
los ensayos de inmunofluorescencia las células se sembraron a una densidad de 40 000 células por
pozo en portaobjetos con 8 pozos (Nalge Nunc Internacional, Illinois). Las células permanecieron
hasta su uso en un ambiente humidificado de aire al 95% y CO, al 5%, a 37°C.

Subcultivo de ARPE-19. ARPE-19 es una linea celular de EPR humano surgida
espontaneamente durante el cultivo primario (Dunn, et al., 1996). El subcultivo se realiz6 de la
siguiente manera: las células se disociaron con tripsina-EDTA (Invitrogen Corporation, California)
por 7 minutos a 37°C. La accion de esta enzima fue detenida al agregar un exceso de medio L-MEM
con 1% de BSA. Las células se centrifugaron por 5 minutos a 2 000 rpm, y después de eliminar el
medio, se resuspendieron en medio DMEM : F12 Nutrient Mixture (Invitrogen Corporation,
California; proporcion 1:1) con 4% de FBS. Para los ensayos de cinética de activacion por glutamato
las células se sembraron a una densidad de 350 000 células por pozo en cajas de cultivo con 6 pozos
(Corning Incorporated, New York). Para los ensayos de inmunofluorescencia las células se
sembraron a una densidad de 25 000 células por pozo en portaobjetos con 8 pozos (Nalge Nunc
Internacional, Illinois). Las células permanecieron hasta su uso en un ambiente humidificado de aire
al 95% y CO, al 5%, a 37°C.

Inmunofluorescencia. La inmunofluorescencia se realizo en cultivos primarios de EPR de
rata y de EPR de pollo, y en los pasajes 6-8 de ARPE-19 al 50% de confluencia. Después de realizar
2 lavados con PBS por 5 minutos, las células fueron fijadas con 2% de para-formaldehido por 20
minutos. Al término de este tiempo las células se lavaron 2 veces con PBS por 5 minutos, y se
permeabilizaron con 0.1% de Tritdn X-100 en PBS por 5 minutos. Las células se lavaron 4 veces
mas con PBS (2 lavados de 1 minuto y 2 lavados de 5 minutos). Para evitar el pegado inespecifico
del anticuerpo, se incub6 con el buffer de bloqueo (0.5% de leche en PBS) por 1 hora a temperatura
ambiente. Posteriormente las células se incubaron con el anticuerpo primario correspondiente,
diluido 1:200 en el buffer A (0.5% de leche y 0.1% de saponina en PBS) durante toda la noche a
4°C. Se utilizaron 2 anticuerpos monoclonales de ratén: anti-RPE65 (Novus Biologicals, Colorado) y
pan-citoqueratina CIl (Santa Cruz Biotechnology, California). En los controles negativos se omiti el
uso del anticuerpo primario. Pasado el tiempo de incubacion con el anticuerpo primario, las células
se lavaron 4 veces con el buffer B (1% de BSA en PBS) por 5 minutos, y se incubaron con el
anticuerpo secundario goat anti-mouse IgG (H+L) FITC conjugated (Zymed Laboratorios, San
Francisco), diluido 1:200 en el buffer A, durante 2 horas, en la obscuridad. Finalmente se realizaron

4 lavados con el buffer B por 5 minutos, para montar la preparacion.
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Las preparaciones se observaron y fotografiaron en un microscopio confocal Olympus
FluoView FV1000 (Olympus Corporation, Tokio), y se analizaron con el programa Olympus

Fluoview 1.4a.

Cinética de activacion por glutamato. En todos los experimentos, antes de comenzar con la
estimulacion el medio de crecimiento correspondiente se reemplazé por un medio libre de suero, para
evitar la intervencion de factores de crecimiento y citocinas contenidas en éste. Para analizar la
liberacion de TGF-B mediante ELISA (inmunoensayo unido a una enzima), las células se trataron
durante 0, 12, 24, 48, 72 y 96 horas (excepto en cultivos de EPR de pollo, en los cuales se omitio la
hora 96 debido a que estas células se despegan de la caja de cultivo ante un periodo prolongado) con
acido glutdmico 1 mM (sal monsddica; Sigma, Missouri). Al término de la estimulacion el
sobrenadante se almacen6 a -20°C hasta su uso. Para determinar la expresion de los receptores al
TGF-B, las células se trataron durante 0, 6, 12, 24, 48 y 72 horas con acido glutamico 1 mM. Al
término de la estimulacion se extrajo el RNA total.

La cinética de activacion se analiz6 en cultivos primarios confluentes de EPR de rata y de

EPR de pollo, y en los pasajes confluentes 2-7 de ARPE-19.

Inmunoensayo unido a una enzima (ELISA). La concentracion de TGF-p total en el medio
de cultivo se determind mediante ELISA. Cajas de cultivo con 96 pozos (Nalge Nunc International,
Illinois) fueron sensibilizadas durante toda la noche a 4°C agregando 50 pL de la muestra 'y 50 pL
del siguiente estdndar: TGF-B2 recombinante humano (R&D Systems, Minneapolis) a una
concentracion de 2 000-32 000 pg/mL. Posteriormente se realizaron 3 lavados de 1 minuto con el
buffer A (200 pL de Tween® al 0.1% en PBS). Para evitar el pegado inespecifico se agregé a la caja
de cultivo 200 pL de 1% de BSA en PBS por 2 horas. Posteriormente, se realizaron 5 lavados con el
buffer A por 1 minuto. Las muestras se incubaron con 50 pL del anticuerpo primario anti-TGF-p1, -
B2, -p3 (R&D Systems, Minneapolis) diluido 1:250 en el buffer B (medio de cultivo correspondiente
sin suero : buffer de carbonatos, proporcion 1:1) durante toda la noche a 4°C. Al término de este
periodo se realizaron 5 lavados con el buffer A por 1 minuto, y las muestras se incubaron con 50 pL
del anticuerpo secundario goat anti-mouse 1gG (H+L) HRP conjugated (Zymed Laboratories, San
Francisco), diluido 1:1000 en el buffer B durante 2 horas. Se realizaron 5 lavados mas con el buffer
A por 1 minuto, y después las muestras se incubaron con 100 pL de TMB OneSolution (Promega,
Wisconsin) durante 20 minutos. La lectura se realizé a 630 nm en el detector de absorbancia Opsys
MR (Dynex Technologies, Virginia), acoplado al programa Dynex Revelation 4.24. La
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concentracion final de TGF-B en las muestras se calculd utilizando el estandar de TGF-p2
recombinante humano.

Para normalizar los niveles de liberacion de TGF-p, se dividio la cantidad de TGF-B (pg/mL)
obtenida en cada muestra entre la cantidad correspondiente de proteina total.

Los resultados de la cinética de activacion por glutamato se analizaron con una prueba de

Anova (andlisis de variancia de una via) en el programa GraphPad Prism 4.0.

Extraccidbn de RNA. Se extrajo el RNA total utilizando Trizol® Reagent (Invitrogen
Corporation, California) de acuerdo con el protocolo recomendado por el fabricante. Brevemente:
después de retirar el medio de cultivo de los pozos, el tejido se homogeneizd por 5 minutos con
Trizol. Las muestras se transfirieron a tubos eppendorf estériles y se agreg6 cloroformo. Después de
centrifugar las muestras a 12 500 rpm por 15 minutos a 4°C, se recuper0 la fase acuosa y el RNA fue
precipitado agregando isopropanol por 15 minutos a temperatura ambiente. Las muestras se
centrifugaron a 13 000 rpm por 15 minutos a 4°C y se eliminé el sobrenadante. La pastilla de RNA
se lavé con etanol al 80% en agua de DEPC (dietil-pirocarbonato) al 0.1% (Sigma, Missouri),
centrifugando los tubos a 13 000 rpm por 5 minutos a 4°C. Se elimino el sobrenadante y el RNA se
resuspendi6 en agua de DEPC al 0.1%. Para evitar una posible contaminacion con DNA, el RNA se
incubd con DNase | (Invitrogen Corporation, California) durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Esta enzima se inactivo incubando las muestras con EDTA 2.5 mM durante 10 minutos a 65°C
(Invitrogen Corporation, California). Finalmente se adicionaron 20 U de RNaseOUT (Invitrogen
Corporation, California).

La concentracion del RNA total se calculé por absorbancia a 260 nm, y su integridad se
determind mediante electroforesis en geles de agarosa al 1% con 1 pg/mL de bromuro de etidio. El

RNA se almaceno6 a -70°C hasta su uso.

Retrotranscripcion y Reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR). La retrotranscripcion
se llevo a cabo a partir de 2 pg de RNA total utilizando 80 pmol de hexadmeros al azar. Las muestras
de RNA se incubaron 15 minutos a 80°C, y la sintesis de cDNA se llevo a cabo durante 1 hora a 42°C
utilizando 200 U de transcriptasa reversa M-MLV 6 SuperScript (Invitrogen Corporation,
California). La solucion en la que se disolvid la transcriptasa reversa contenia: 0.25 mM de cada
dNTP; 10 U de RNaseOUT (Invitrogen Corporation, California), y el buffer recomendado por el
fabricante (Tris-HCI 50 mM a pH 8.3; KCI 75 mM; MgCl, 3 mM; y DTT 10 mM; Invitrogen
Corporation, California). La transcriptasa reversa se inactivé al incubando las muestras durante 15
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minutos a 75°C. Finalmente las muestras se incubaron con 0.4 U de RNase H (Invitrogen
Corporation, California) por 30 minutos a 37°C.

El cDNA obtenido se dividio en 4 para amplificar con oligonucledtidos especificos cada uno
de los receptores al TGF-B y B-actina como control. Los oligonucle6tidos para los TPRs se disefiaron
mediante el programa MacVector 6.5.3, de acuerdo a zonas de alta homologia entre las secuencias

correspondientes a cada receptor a TGF-P en la rata, el pollo y el humano y se analizaron con el

programa BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.qov/BLAST/) para confirmar su especificidad (Tabla
3.). Los oligonucléotidos para B-actina fueron descritos previamente (Lee-Rivera, et al., 2003).

La PCR se llevo a cabo utilizando la siguiente mezcla de reaccion: 5 uL del cDNA; 2.5 U de
Taq DNA Polymerase, Recombinant (Invitrogen Corporation, California); 0.4 uM de cada
oligonucléotido; 0.2 mM de cada dNTP; y 1.5 mM de MgCl,, disueltos en el buffer recomendado por
el fabricante (Tris-HCI 20 mM a pH 8.4; y KCI 50 mM; Invitrogen Corporation, California).

La amplificacion se realiz en un Termociclador Eppendorf (Waltham, Massachusetts) con el
siguiente protocolo: 2 minutos a 94°C para la desnaturalizacion inicial, seguido de 31 ciclos (30
segundos a 94°C; 30 segundos a 53°C; 30 segundos a 72°C) para cada uno de los receptores al TGF-f
y 27 ciclos con el mismo protocolo para B-actina, para finalmente someterse a un periodo de

extensién final de 10 minutos a 72°C.

Tabla 3. Oligonucle6tidos utilizados en la PCR

Oligonucleotido Secuencia (5’2 3°) Tamario (pb)
TBRI
Left GACAACAAAGACAATGGTAC 389
Right GTTTCATATTTATGGAATCATC
TBRII
Left GCCAACAACATCAACCACAA 400
Right TGATCACTGTGCAGATGGGC
TBRIII
Left AGAATGTCTGATTACACCAT 283
Right TGCATCATGGCCAAGATCAT
[B-actina
Left GCTCGTCGTCGACAACGGCT 328
Right CAAACATGATCTGGGTCATCTTCTC
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Electroforesis de cDNA. Las muestras amplificadas por PCR se cargaron en geles de agarosa
al 1.5% con 1 pg/mL de bromuro de etidio. La electroforesis se llevo a cabo durante 1 hora 15
minutos a 100 Volts. Los geles se observaron en el transiluminador, y mediante una escalera estandar
de peso molecular (100 bp DNA Ladder; Invitrogen Corporation, California) se comprobd que el
producto amplificado correspondiera al peso molecular de cada receptor a TGF-p y pB-actina,
preestablecido cuando se disefiaron los oligonucléotidos.

Los geles se digitalizaron en el escaner Typhoon Scanner Control 8600 (Molecular
Dynamics, California). Las imégenes digitalizadas de los geles se analizaron con el programa Image
Quant 5.1. Para determinar los niveles de expresion en la muestra, se normalizo la intensidad de cada
banda correspondiente a los receptores de TGF-B en relacion con la banda correspondiente de p-
actina (cuya expresion permanece constante durante el desarrollo (Lee-Rivera, et al., 2003).

Los resultados de la cinética de activacidon por glutamato se analizaron con una prueba de

Anova (anélisis de variancia de una via) en el programa GraphPad Prism 4.0.
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RESULTADOS

Morfologia de las células del EPR en cultivo

En este trabajo se utilizaron células del EPR provenientes de 3 especies diferentes: pollo, rata
y humano. Como se observa en la Figura 9 (A, B), las células en cultivo primario (EPR de pollo y de
rata) presentan caracteristicas semejantes a las células del EPR in vivo, manteniendo una morfologia
homogénea, poligonal y pigmentada. Por otro lado, las células pertenecientes a la linea ARPE-19
(linea celular de EPR humano) presentan una morfologia fusiforme (Figura 9C).

Inmunofluorescencia para RPEG65 y citoqueratina

Para confirmar el origen epitelial de las células en cultivo se realizaron ensayos de
inmunofluorescencia para la proteina RPE65, que se expresa de manera casi exclusiva en el EPR de
los vertebrados, por lo que se utiliza como marcador bioquimico de estas células. Como se observa
en la Figura 9 (D-E), la proteina RPEG5 se expresa en cultivos primarios de EPR de pollo y de rata;
sin embargo, no se pudo detectar en células de la linea ARPE-19. Por esta razon se decidio utilizar
como marcador de origen epitelial a la proteina citoqueratina, la cual se observa claramente en las
células de ARPE-19 (Figura 9F).

Efecto del glutamato sobre la liberacion de TGF-p en el EPR

Los resultados muestran que aunque las células de EPR de pollo, de rata y de la linea ARPE-
19 secretan TGF-B de manera constitutiva, el glutamato no modifica la liberacion de esta citocina
(Tabla 4). En la Figura 10 se observan las graficas que corresponden a los valores normalizados de
TGF-p liberado.
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Figura 9. Morfologia de las células del EPR en cultivo e inmunofluorescencia para RPEG65 y
citoqueratina. A-C: microfotografia de contraste de fases que muestra a las células del EPR en las diferentes
especies (Ampliacion X10). D-F: microfotografia confocal en la que se observa a las proteinas RPE65 (D, E)

y citoqueratina (F), ambas utilizadas como marcadores bioquimicos del EPR (Ampliacion X40).
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Tabla 4. El glutamato no afecta la liberacion de TGF-$ en el EPR

TGF-B (pg/mL)

Glutamato 1
EPR de pollo EPR de rata ARPE-19
mM (horas)
0 383.79 +4.99 237.12 £ 115.03 558.68 + 58.47
12 334.43 + 149.07 307.19 + 188.97 453.44 + 90.56
24 285.18 +148.21 201.07 + 119.58 461.38 + 193.69
48 282.47 +148.73 254.57 + 121.62 482.36 + 159.37
72 413.25 + 102.26 368.49 + 244.27 570.23 £ 330.23
96 421.04 + 278.47 521.27 £69.19

Los resultados son representativos de 3 experimentos independientes, los valores representan el promedio + la

desviacion estandar. La prueba de Anova indica que no hay diferencias significativas entre el control y los

tratamientos, respectivamente.

Expresion de los TBRs en el EPR

Se observa que el perfil de expresion de los TBRs en el pollo y en el humano es muy similar,

predominando la expresion del TRRI, seguida por la del TBRII y finalmente la del TBRII (TBRI >

TBRII > TPRII). En el EPR de rata no se observo diferencia significativa entre la expresion del TRI

y del TBRII, mientras que el receptor de menor expresion es el TBRIII, como ocurre en el pollo y en

el humano (Figura 11). En la Tabla 5 se muestran los valores obtenidos para cada receptor.
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Figura 10. Valores normalizados de TGF-p liberado en células del EPR tratadas con glutamato. A-C:
analisis cuantitativo de la secrecion de TGF-p en el EPR de pollo (A), de rata (B), y en la linea celular
ARPE-19 (C). Los resultados son representativos de 3 experimentos independientes, los valores en cada

columna representan el promedio + la desviacion estandar. (Glu: glutamato; h: horas).

Tabla 5. Expresion general de los TBRs en el EPR

EPR de pollo EPR de rata ARPE-19

TBRI 0.90 +£0.09 0.80 £ 0.07 0.87 £ 0.06
TBRRII 0.41 +0.02 0.68 +0.09 0.47 +0.03
TBRIN 0.27 +0.05 0.36 + 0.04 0.19+0.01

Los resultados son representativos de 3 experimentos independientes, se expresan como el promedio + la

desviacioén estandar.
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Figura 11. Expresion de los receptores de TGF-p en el EPR de pollo, de rata y en la linea celular
ARPE-19. A: productos de la PCR en geles de agarosa al 1.5% tefiidos con bromuro de etidio, con un
marcador de peso molecular. B: Analisis cuantitativo de la expresion del TBRI (389 pb), del TBRII (400 pb)
y del TBRII (283 pb) con respecto a B-actina (328 pb). Los resultados son representativos de 3
experimentos independientes. Los valores en las barras representan el promedio + la desviacion estandar.

(PM: peso molecular, pb: pares de bases, L: estdndar de peso molecular, Ac: p-actina).

Efecto del glutamato sobre la expresion de los TBRs en el EPR

El glutamato induce un aumento significativo en la expresion de los receptores de TGF- de
tipo 11y 111 en el EPR de pollo a partir de las horas 12 y 6, respectivamente, misma que se mantiene
en ambos casos hasta la hora 72 (Figura 12). La expresion del TBRII aumentd 1.58 veces en la hora
12, 1.77 veces en la hora 24, y 1.79 veces en las horas 48 y 72, mientras que la expresion del TBRIII
aumentod 1.77 veces en la hora 6, 2.04 veces en la hora 12, 2.27 veces en la hora 24, 2.32 veces en la

hora 48, y 2.24 veces en la hora 72. El TBRI en el EPR de pollo no presentd cambios significativos.
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Figura 12. Efecto del glutamato sobre la expresion de los TBRs en el EPR de pollo. A: productos de la

PCR en geles de agarosa al 1.5% tefiidos con bromuro de etidio. B-D: andlisis cuantitativo de la expresién de

los TBRs con respecto a B-actina. Los resultados son representativos de 3 experimentos independientes. Los

valores en las barras representan el promedio + la desviacién estandar. *p < 0.05, **p < 0.01. (Glu:

glutamato; h: horas; Ac: p-actina).

En el EPR de rata el glutamato no modificé la expresion de ninguno de los TBRs (Figura 13).
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Figura 13. Efecto del glutamato sobre la expresion de los TBRs en el EPR de rata. A: productos de la
PCR en geles de agarosa al 1.5% tefiidos con bromuro de etidio. B-D: andlisis cuantitativo de la expresion
de los TPBRs con respecto a p-actina. Los resultados son representativos de 3 experimentos independientes.
Los valores en las barras representan el promedio + la desviacion estandar. (Glu: glutamato; h: horas; Ac:
B-actina).

Al igual que en el caso anterior, el glutamato no modifico la expresién de ninguno de los
TBRs en la linea ARPE 19 (Figura 14).
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Figura 14. Efecto del glutamato sobre la expresion de los TBRs en la linea celular ARPE-19. A:
productos de la PCR en geles de agarosa al 1.5% tefiidos con bromuro de etidio. B-D: anélisis cuantitativo
de la expresion de los TPRs con respecto a B-actina. Los resultados son representativos de 3 experimentos
independientes. Los valores en las barras representan el promedio * la desviacion estandar. (Glu:

glutamato; h: horas; Ac: p-actina).

Factores de transcripcion asociados a la region 5°-UTR del TpRII y del TBRIII en el
pollo

Para determinar los posibles factores de transcripcion involucrados en regular la expresion del
TBRI1y del TBRIII en el pollo, se analizo la region 5’-UTR de cada receptor (3.0 kb rio arriba de la
metionina inicial) con el programa Gene2Promoter (http://genomatix.de/). Las secuencias de estas
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regiones se obtuvieron de la base de datos del centro nacional de informacion biotecnoldgica (NCBI,

www.nchi.nlm.nih.gov/projects /genome/quide/chicken),

con referencia en el GenBank de

NW_001471633.1 para el TGFBR2, y de NW_001471740.1 para el TGFBR3. El anélisis determind

la region promotora dentro de las primeras 601 pb y en ésta se encontraron numerosos sitios de union

para factores nucleares, mismos que se enlistan en la Tabla 6.

Tabla 6. Factores de transcripcion asociados a la region 5’-UTR en el pollo

TGFBR2
AHR/ARNT EVI1 LYL1/E12 p5S3 TH1/E47
AP-1 GABPB1 MAZ PBX1 TIEG
AP-2 GAGA MAZR PLAG1 VDR/RXR
AP-4 GC MOK?2 PU.1 WT1
AREB6 GCM1 MTATA RFX1 ZBP89
ATF-6 GKLF MTF-1 RP58 ZBRK1
BACH2 HIC-1 MyoD RU49 ZF9
BRACH HIF-1 MYT1 SMAD3 ZID
CDE HNF-1, -4 MZF1 SP1 ZNF202
c-ETS1/P54 HOXA9 NEUROG SP2 ZNF219
CKROX HOXB9 NFE SPI1
COMP1 INSM1 NGFI-C TAL1-a/E47
E2F IRF-3, -4 NMP4 TATA
EGR-1, -2, -3 KKLF NRSE TGIF

TGFBR3
AHR/ARNT FLI MAZ NXF/ARNT USF
ATF GC MAZR PAXL, 3,59 VDR/RXR
ATF-6 GCM1 MOK2 PLAG1 VMYB
CDE GLI1 MTBF PURA« WHN
CKROX GZF1 MYC/MAX RORA WT1
CP2 HELT MZF1 SMADA4 ZBP89
CREB HES1 NF1 SP1 ZF5
DEC2 HIC-1 NFY SP2 ZF9
E4F HMX3 NGFI-C SPI1 ZNF219
EGR-1, -3 INSM1 NRF1 SZF1
EKLF KKLF NUDR TAX/CREB

Los factores sombreados podrian ser activados por el glutamato.
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DISCUSION

Expresion de la proteina RPE65 en cultivos primarios del EPR y no en la linea celular
ARPE-19

La RPE65 es una proteina altamente conservada en las especies estudiadas, que se expresa de
manera abundante, aunque no exclusiva, en el EPR de los vertebrados. Esta proteina se asocia a las
membranas microsomales del EPR, y desempefia un papel clave en el metabolismo de los retinoides
durante el ciclo visual. La importancia de la funcion de la proteina RPE65 se confirma por el hecho
de que ratones knockout para la misma presentan degeneracién de los fotorreceptores de la retina, y
acumulacion de all-trans-retinil esteres en el EPR (Hamel, et al., 1993; Ma, et al., 2001; Boulanger y
Redmond, 2002; Znoiko, et al., 2002; Gollapani, et al., 2003; Moiseyeyv, et al., 2005). Recientemente
se ha propuesto que esta proteina es la isdmerohidrolasa del ciclo visual, que convierte los all-trans-
retinil ésteres a 11-cis-retinol (Moiseyev, et al., 2005; Takahashi, et al., 2006).

Nuestro analisis utilizando la técnica de inmunofluorescencia demuestra que la proteina
RPEG5, utilizada como marcador bioquimico de estas células, se expresa claramente en los cultivos
primarios de EPR de pollo y de rata. Sin embargo, utilizando la misma técnica, no se logré detectar
la presencia de la proteina RPE65 en células de la linea ARPE-19, derivada de EPR humano.

Aunque reportes previos han demostrado la presencia del mensajero que codifica para la
proteina RPEG5 en células de la linea ARPE-19, se ha observado que su expresion disminuye en los
subcultivos (Dunn, et al., 1996; Boulanger y Redmond, 2002). Por otro lado, la ausencia de la
proteina RPE65 podria deberse no a la falta de transcripcion, sino de traduccion, lo que concuerda
con un estudio realizado por Hamel et al (1993), en el que la expresion de la proteina RPE65 en
células de EPR de bovino disminuyo progresivamente conforme avanzo el dia de cultivo y no asi la
expresion del mRNA. Es posible que los pasajes sucesivos, que resultan en la transformacion
mesenquimatica de las células o la falta de interaccion entre las células del EPR con componentes del
ambiente in vivo, impidan la traduccion de esta proteina (Hamel, et al., 1993; Lopez-Colome, et al.,
1994; Grisanti y Guidry, 1995; Dunn, et al., 1996).

Para confirmar el origen epitelial de las células de la linea celular ARPE-19 se utilizd como
marcador bioguimico a la proteina citoqueratina (Kociok, et al., 1998; Uchida, et al., 1998), la cual se

detecto de manera abundante en estas células mediante ensayos de inmunofluorescencia.
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El glutamato no modifica la liberacion del TGF-p en el EPR

En este trabajo se demuestra, por primera vez, que las células de EPR de pollo y de rata en
cultivo secretan TGF-p de manera constitutiva. Lo mismo se observa en la linea celular ARPE-19, lo
que concuerda con numerosos reportes previos en los que esta citocina se libera del EPR humano
tanto in vivo como in vitro (Tanihara et al., 1993; Kvanta, 1994; Pfeffer, et al., 1994; Campochiaro,
1998; Holtkamp, et al., 1999; Tezel y Del Priore, 1999; Hirase, et al., 2005).

La cantidad de TGF-p total secretada por las ceélulas de la linea ARPE-19 (~ 450 — 570
pg/mL) es comparable con las cantidades detectadas en trabajos previos, en los que se reporta para el
TGF-B1 una concentracion que va de 4 a 362 pg/mL, mientras que para la isoforma -p2 se observa en
un rango de 50 a 604 pg/mL (Holtkamp, et al., 1999; Nagineni, et al., 2002; Nagineni, et al., 2007).
La cantidad de TGF- total liberada por las células de EPR de pollo (~ 282 — 413 pg/mL) y de rata (~
200 — 420 pg/mL) también se encuentran dentro del rango detectado para el humano.

Varios estudios han demostrado un aumento en la concentracion del TGF-$ en el medio como
consecuencia de una lesidn. La secrecion de esta citocina contribuye a la reparacion normal de los
tejidos, mientras que su sobreexpresion se ha asociado con el desarrollo de procesos fibroticos
(Roulot, et al., 1999; McCaffrey, 2000; Wen, et al., 2004; Saika, et al., 2004; Thompson, et al.,
2006). En este contexto, la concentracion del TGF-B en el espacio subrretinal, generalmente la de la
isoforma -2, aumenta en pacientes con VRP, retinopatia diabética proliferativa, desprendimiento
regmatdgeno de retina, neovascularizacién coroidal y en 0jos que han sido sometidos al proceso de
fotocoagulacién (Connor et al., 1989; Matsumoto, et al., 1994; Ogata, et al., 2001; Saika, et al., 2004;
Hirase, et al., 2005; Gamulescu, et al., 2006; Zacks, et al., 2006).

De igual forma, en el SNC la concentracion del TGF-p, particularmente la de la isoforma -1,
aumenta significativamente alrededor de las areas en las que ha ocurrido una lesién por trauma,
hipoxia, isquemia, excitotoxicidad y dafio oxidativo. EI TGF-p liberado actda, generalmente, como
un agente neuroprotector; sin embargo, algunos reportes han demostrado un efecto negativo del
TGF-pB sobre la sobrevivencia neuronal, ya que puede potenciar la excitotoxicidad inducida por la
exposicion cronica al neurotransmisor glutamato. El efecto bifasico del TGF-B podria desempefiar un
papel importante en la extension del dafio y el grado de recuperacién funcional del tejido, ya que
podria incrementar la sobrevivencia neuronal después de un estimulo excitotdxico, o bien potenciar
la muerte neuronal inducida por la actividad neurotoxica de los aminoacidos excitadores (Prehn, et
al., 1993; Prehn y Krieglestein, 1994; Kane, et al., 1996; Flanders, et al., 1998; Brown, 1999;
D’Onofrio, et al., 2001; Williams, et al., 2002; Dhandapani y Brann, 2003; Prehn, et al., 2004; Luo,
et al., 2006).
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Con respecto a la relacion entre el glutamato y el TGF-f, un estudio realizado en neuronas de
rata en cultivo (Dobbertin, et al., 2000) demostr6 que la activacion prolongada de los iGIuRs resulta
en la disminucion de TGF-B2 en el medio y, por el contrario, el tratamiento con antagonistas de
estos receptores produce un aumento en el nivel del TGF-f2 liberado. Asimismo, se ha reportado que
la estimulacion selectiva de los mGIuRs pertenecientes al grupo Il en astrocitos induce la liberacion
de TGF-P debido a la activacion de las vias de sefialamiento tanto de las MAPKs como la de PI3K.
El TGF-p secretado al medio actla como agente neuroprotector contra el efecto excitotoxico del
NMDA (Bruno, et al., 1998; D’Onofrio, et al., 2001).

En el ojo, el glutamato se libera de las neuronas de la retina como respuesta a varios tipos de
estrés, como el trauma, la fotocoagulacion, el desprendimiento de la retina, la isquemia, la hipoxia,
etc. (Marc, et al., 1998; Uchida, et al., 1998; Diederen, et al., 2006). La evidencia anterior indica que
en estas condiciones el TGF-f podria liberarse de las células gliales y de las células del EPR para
actuar como un agente neuroprotector. Por otro lado, se ha demostrado que el glutamato induce la
proliferacion de las células del EPR en cultivo (Uchida, et al., 1998). Dado que se conoce el efecto
inhibidor del TGF-f sobre la proliferacion de numerosos tipos celulares entre los que se encuentra el
EPR (Moustakas y Heldin, 2005; Obata, et al., 1999; Shi y Massagué, 2003), es factible que el
glutamato pudiera contrarrestar el efecto antiproliferativo del TGF-3 a través de la inhibicion de su
secrecion. Sin embargo, nuestro estudio no detectdé cambios en la secrecion del TGF-p por las células
del EPR estimuladas con glutamato. Aunque no se observaron los cambios esperados, sera
interesante en estudios futuros analizar la relacion entre el glutamato y el TGF-B, dado que el EPR
expresa receptores para ambos compuestos neuroactivos, para lo cual se contempla:

*Estimular de manera selectiva los diferentes tipos de receptores de glutamato. Estudios
previos han mostrado que la estimulacién de los iGIuRs resulta en la inhibicion de la secrecion del
TGF-B; mientras que la estimulacion de los mGIuRs resulta en un aumento en su liberacion
(Dobbertin, et al., 2000; D*Onofrio, et al., 2001).

*Analizar la secrecion del TGF-g maduro VS el TGF-4 latente. La conversion de la forma
latente a la forma activa representa un importante mecanismo de control durante el sefialamiento
(Campochiaro, 1998; McCaffrey, 2000; Zamiri, et al., 2004); sin embargo, en este estudio se midi6 la
liberacion de TGF-B total.

*Analizar la secrecion de las diferentes isoformas del TGF-4. El anticuerpo utilizado en este
trabajo reconoce a las 3 isoformas del TGF-B, y determinar si existen modificaciones en la expresion
de cada isoforma seria importante ya que éstas poseen diferente actividad biolégica dependiendo del
tipo celular y del estadio de desarrollo embrionario. Se ha observado, por ejemplo, que en células del

EPR humano el IFN-y regula de manera positiva la secrecion de TGF-f1, mientras que regula de
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manera negativa la liberacion de TGF-B2 (Kane, et al., 1996; Campochiaro, 1998; Lai, et al., 2000;
Nagineni, et al., 2007).

Anélisis de la expresion de los TPRs en el EPR

En este trabajo se demostro que las células del EPR de pollo, de rata, y de humano expresan
el mRNA que codifica a los tres tipos de receptores del TGF-B. Aunque la expresion génica de los
TBRs ya ha sido demostrada en el EPR humano (Kociok, et al., 1998; Mitsuhiro et al., 2003), es la
primera vez que se reporta en el EPR de pollo y en el de rata.

La importancia de este resultado radica en que el mecanismo de regulacion de la respuesta
celular a las citocinas involucra la modulacion del nivel de expresion de sus receptores en la
membrana. Cambios en el perfil de expresion de los TBRs pueden alterar significativamente la
actividad del TGF-B, al modular tanto la intensidad de la respuesta celular como su duracién (Ji, et
al., 1999; Roulot, et al., 1999; Kim, et al., 2000; Chang, et al., 2002; Goldberg, et al., 2002; Dernyck
y Zhang, 2003; Fee, et al., 2004; Huang y Huang, 2005; Yamane, et al., 2007). A continuacién se
mencionan algunos casos en los que cambios en la expresion de los TBRs determinan la respuesta
celular al TGF-f:

La via de sefialamiento del TGF-p se reconoce como una via supresora de tumores, por lo que
la interrupcién en alguno de los componentes de esta via se asocia con la transformacion maligna de
las células. La resistencia al TGF-f3 ocasionada por la inactivacion de alguno de sus receptores por
procesos como la mutacion somatica, la delecion génica o la represién transcripcional, ha sido
reportada en numerosas lineas tumorales (Bae, et al., 1995; Kim, et al., 2000; Kim, et al., 2002;
Heather y Peng, 2006; Yamamoto, et al., 2006; Yamane, et al., 2007).

Adicionalmente, la transduccion de sefiales iniciada por el TGF-§ interviene en el desarrollo
de procesos fibréticos y cambios en la expresion de sus receptores favorecen la fibrogénesis. Asi, en
modelos animales de nefropatia diabética se observa un aumento en la expresion del TBRII, mientras
que la expresion de este receptor se ve atenuada en modelos animales con fibrosis hepética. En
fibroblastos esclerodermaticos aumenta la expresion tanto del TBRI como del TBRII (Roulot, et al.,
1999; Goldberg, et al., 2002; Yamane, et al., 2007).

Cambios en la expresion relativa de los TBRs constituyen también un mecanismo para regular
la actividad del TGF-B (Chang, et al., 2002), como sucede en células de musculo liso en las que la
disminucion de la expresion del TBRII con respecto al TBRI genera resistencia a los efectos
antiproliferativos del TGF-B1, como se observa en la lesion arterioesclerotica avanzada (McCaffrey,
2000). Lo mismo ocurre en pacientes con hepatitis C cronica y en un modelo animal de fibrosis

hepatica (Roulot et al., 1999), en los que la disminucion en la expresion del TBRII favorece la

68



proliferacion celular, mientras que la sefial profibrogénica del TGF-p se mantiene a través de la
sintesis de componentes de la matriz extracelular. Estos datos indican una disociacion entre los
efectos antiproliferativos y los efectos profibrogénicos del TGF-f, misma que parece estar modulada
mediante la expresion diferencial de sus receptores. Otros estudios en este sentido demuestran
cambios diferenciales significativos en la expresion del TBRII en células microvasculares durante la
fase cronica del trauma cerebral, no asi en la expresion del TPRI (Fee, et al., 2004), asi como

durante el proceso de diferenciacion osteoblastica (Chang, et al., 2002).

Regulacion de la expresion génica de los TPRs

Aunque se conoce poco acerca de los factores involucrados en la regulacion de la
transcripcion de los TPRs (Ji, et al., 1999), algunos de ellos se mencionan a continuacion:

-El IFN-y disminuye la expresion del TBRI en monocitos humanos, mientras que el TGF-f1
aumenta la expresion del TBRI en fibroblastos de pulmén, en células lisas del cuerpo cavernoso, y en
células pancreaticas afectadas por el cancer. Asimismo, se observd la regulacion positiva de la
expresion del TBRII por el EGF en fibroblastos dérmicos humanos (Yamane, et al., 2007).

-La interaccion de la integrina a2B1 con la coldgena de tipo | disminuye la expresion de los
TBRs; mientras que la integrina a5B1 unida a la fibronectina aumenta la expresion del TBRII
(Yamane, et al., 2007).

-Las hormonas esteroideas y el &cido retindico promueven la transcripcion del TBRIII en
células oOseas, en células de musculo esquelético y en células granulosas ovaricas; por el contrario,
proteinas como la BMP-2 y el TGF-f reducen el nivel de expresion de este receptor (Nakayama, et
al., 1994; Ji, et al., 1999; Lopez-Casillas, et al., 2003; Omori, et al., 2005).

El andlisis de las regiones promotoras de los TBRs en la rata y el humano revela que, aunque
carecen de una caja TATA para el inicio de la transcripcion, cuentan con numerosos sitios de union
para factores nucleares (Bae, et al., 1995; Ji, et al., 1999; Chang, et al., 2002). Por ejemplo, el
promotor del TBRII humano contiene cinco regiones reguladoras, que incluyen dos elementos
reguladores positivos y dos elementos reguladores negativos. Los elementos reguladores positivos
tienen secuencias de reconocimiento potenciales para los factores de transcripcion AP-1 (proteina
activadora), CRE/ATF, y SP1 (proteina estimuladora); asi como para complejos proteicos que
parecen ser nuevos factores de transcripcion (Bae, et al., 1995). Recientemente se ha descubierto que
miembros de la familia ETS también regulan la expresion del TBRII humano (Hahm, et al., 1999;
Kim, et al., 2000; Oikawa, 2004). Con respecto al TBRIII, se ha reportado que la regién promotora

en la rata y el raton presenta sitios de union para los factores nucleares SP1, C/EBP (proteina de
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unién al potenciador CCAAT), AP-2, CRE, Smad 3, Smad 4, MyoD (factor determinantes de
mioblastos), MEF-2 (factor de transcripcién potenciador de miocitos), BMP-2, y RXR (receptor de
acido retindico) (Feng, et al., 1999; Ji, et al., 1999; Lopez-Casillas, et al., 2003; Omori, et al., 2005).

El glutamato modifica la expresion del TBRII'y del TBRIII en el EPR de pollo

Respecto a la expresion de los TBRs en el EPR, no se sabe si ésta cambia en respuesta a
factores externos. Los resultados de este trabajo muestran que el glutamato no modifica la expresion
de los TPRs en células del EPR de rata y en células de la linea ARPE-19. Sin embargo, este
neurotransmisor induce un aumento significativo en la expresion del TBRII y del TBRIII en el EPR
de pollo. Sin bien la funcion bioldgica que tendria una mayor expresion de estos receptores en las
células del EPR se desconoce, el aumento en la expresion del TPRIII contribuiria con el
sefialamiento al promover la union del TGF-B con su receptor de tipo Il, mientras que el aumento en
la expresion de este Gltimo potenciaria el sefialamiento. Para determinar si los cambios obervados en
el mRNA de estos receptores son fisiologicamente relevantes, se podria analizar la activacion de los
componentes implicados en la via de transduccion de sefiales del TGF-B, como la fosforilacion de las
proteinas Smads o la transcripcion a alguno de sus genes blanco. Finalmente, es importante
mencionar que el aumento en la transcripcion génica no necesariamente significa que ocurra lo
mismo a nivel proteico (Gilbert, 2000; Alberts, et al., 2002).

El cambio observado en el pollo, y no en la rata ni el humano, podria deberse a factores como
el estadio de desarrollo embrionario o el ambiente extracelular que rodea a las células del EPR. Por
ejemplo, durante el desarrollo del SNC el glutamato promueve la diferenciacion de las neuronas al
modular procesos como la migracion neuronal, el crecimiento axonal y la formacion de sinapsis
(Michaelis, 1998; Lee-Rivera 'y Ldopez-Colomé, 2005). No se sabe si este neurotransmisor interviene
en el desarrollo del EPR, pero su actividad en el tejido embrionario podria diferir de la misma en el
tejido adulto. Aunque el EPR de los vertebrados es muy similar tanto anatémica como
embriologicamente (Marmor, 1998c), existen diferencias importantes entre el tejido ocular de las
aves y el de los mamiferos. Entre ellas, mientras que la retina de los mamiferos esta vascularizada,
las aves poseen una retina avascular. Para cubrir el aporte de sangre necesario, las aves cuentan con
un sistema de circulacion interno denominado pecten oculi, un érgano glial altamente vascularizado
localizado dentro del vitreo. La presencia o ausencia de vasos sanguineos, a su vez, determina la
presencia de astrocitos en las retinas vascularizadas (localizados en los sitios de contacto entre los
vasos sanguineos Yy el tejido nervioso), y su ausencia de las retinas avasculares, en las que la glia

radial de Muiller es el Unico tipo de célula glial (Buttery, et al., 1991; Schuck, et al., 2000).
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Analisis de los posibles factores de transcripcion involucrados en regular la expresion
génica del TBRI1'y del TBRIII en el pollo

Como se ha mencionado previamente, la estimulacion de los receptores de glutamato resulta
en la activacion de diversas vias intracelulares de sefialamiento, entre las que se incluyen la via de las
MAPKs (ERK, JNK y p38) y la via de PI3K, que finalmente regularan la expresion génica.
Generalmente, se induce la transcripcion de genes tempranos inmediatos que se traducen a proteinas
que funcionan como nuevos factores de transcripcion, regulando asi la expresion de genes tardios
(Lopez-Colomé, et al., 1994; Lerea, 1997; Michaelis, 1998; Ferrer, et al., 2001; Yoneda, et al., 2001,
Kew y Kemp, 2005; Balazs, 2006; Haddad, 2005; Gerber, et al, 2007).

Con base en lo anterior, la evidencia indica que en las neuronas la administracion de
glutamato o de sus agonistas induce: a) la activacion del complejo AP-1 a través de un rapido
aumento en la transcripcién de genes como c-fos, fosB, c-jun y junB, cuyos productos proteicos se
dimerizan para conformar a dicho factor, y de su posterior fosforilacion (Kaminska, et al., 1994;
Bading, et al., 1995; Schwarzschild, et al., 1997; Herdegen y Leah, 1998; Yoneda, et al., 2001; Chen,
et al., 2003), b) la fosforilacion de CREB (proteina de union al elemento de respuesta al CAMP), y
como consecuencia, el aumento en su actividad transcripcional (Herdegen y Leah, 1998; Ferrer, et
al., 2001; Yoneda, et al., 2001; Licata y Pierce, 2003; Thomas y Huganir, 2004; Wang, et al., 2004;
Haddad, 2005), c) la expresion de los genes de respuesta temprana al crecimiento (EGR): egr-1, -2, -
3, Y NGFI-C (proteina C inducida por el factor de crecimiento de nervios) (Bading, et al., 1995;
Herdegen y Leah, 1998; Honkaniemi y Sharp, 1999; Yoneda, et al., 2001), d) la expresion y
subsecuente activacion por fosforilacion de la proteina p53 (Grilli y Memo, 1999; Li, et al., 2002;
Chen, et al., 2003), y e) el aumento en la unién del factor SP1 con el DNA (Feng, et al., 1999).

Es probable que el aumento en la transcripcion del TBRII se deba a la activacion de factores
como AP-1, EGR-1, -2, -3 (también denominados Krox), NGFI-C, p53, y/o SP1; mientras que el
aumento en la transcripcion del TBRIII se deba a la activacion de factores como CREB, EGR-1, -3,
NGFI-C, y/o SP1. En el futuro se podrian clonar las regiones promotoras de ambos receptores, y
mediante delecion génica, obtener construcciones de diferentes longitudes para determinar con
certeza el &rea encargada de regular la actividad transcripcional. Posteriormente se podrian realizar
ensayos de retraso de movilidad electroforética (EMSA) para investigar qué factores de transcripcion
se encuentran unidos al DNA. Por ultimo, la activacién o inhibicion farmacoldgica de los diferentes
tipos de receptores de glutamato nos permitiria dilucidar el tipo de receptor involucrado, para tener
una referencia de qué vias de sefialamiento pueden estar involucradas.

Comparando los factores de transcripcion obtenidos en este estudio con aquellos descritos en

reportes previos para el humano, la rata y el raton, encontramos varios elementos en comin como:
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AP-1, AP-2, ATF, miembros de la familia ETS (SPI1, PU.1, CETS1P54, GABPB), MyoD, RXR,
Smad 3 y 4, y SP1. Entonces, dependiendo de la via de sefialamiento activada y del tejido, es muy
probable que estos factores también intervengan en la regulacion de los TBRs Il y 111 en el pollo.

Este estudio presenta datos funcionales sobre la regulacion de la transcripcion del TBRII y del
TBRIII en el pollo. El anélisis de la region 5’-UTR en ambos receptores muestra un alto grado de
heterogeneidad, ya que la region promotora propuesta contiene sitios de reconocimiento para una
gran variedad de factores de transcripcion. Esto refleja que la expresion de los TPRs estd modulada
de manera tejido-especifica, y que factores como el desarrollo embrionario, la respuesta ante un

dafio, la influencia de las hormonas, etc., determinan el nivel de expresidn de estos receptores.
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CONCLUSIONES

Entre varios compuestos, el TGF-f y el glutamato participan en regular las funciones
normales del EPR. Cuando cambia la concentracion de ambas moléculas en el espacio subretinal en
respuesta a un dafio, las células del EPR comienzan a proliferar y a desdiferenciarse, procesos claves
en el establecimiento de desordenes fibroproliferativos en la retina. Este estudio se llevo a cabo para
determinar si el glutamato modifica la liberacion de TGF-B, o la expresion de sus receptores en
células del EPR, ya que se ha observado que ambas vias interactian en otras areas del SNC. Los
resultados de este trabajo muestran que:

¢ La proteina RPE65 se expresa de manera abundante en cultivos primarios de EPR de pollo

y de rata, no asi en subcultivos de la linea celular ARPE-19.

¢ EI EPR de las especies estudiadas secreta de manera constitutiva TGF-p, es la primera vez
que se reporta que esto ocurra en el EPR de pollo y de rata. Dicha secrecion no es modulada por el

tratamiento con glutamato.

¢ El EPR de las especies estudiadas expresa a nivel de mRNA los tres tipos de receptores del

TGF-p. Es el primer trabajo en el que se reporta su expresion génica en el EPR de pollo y de rata.

¢ El glutamato no modifica la expresion de los TBRs en el EPR de rata ni en la linea celular
ARPE-19.

¢ El glutamato induce de manera significativa la expresion de los TBRs de tipo 11 y 111 en el
EPR de pollo. Este aumento en la expresion se debe posiblemente a la activacion de factores como
AP-1, EGR-1, -2, -3, NGFI-C, p53, y/o SP1 para el TBRII; y a la activacion de factores como
CREB, EGR-1, -3, NGFI-C, y/o SP1 para el TRRIII.

Aunque no se observaron los cambios esperados, es muy posible que el glutamato y el TGF-3

interactlen en un nivel diferente de la via de transduccion de sefiales, involucrando proteinas como
las Smads o las MAPKS.
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