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. PREFACIO

Distinguido lector,

Ya lo dijo Cervantes pero de forma refinada. Con la més sincera humildad, te presento esta obra, fruto
de lo que entiendo. Mi deseo ferviente era que emanara belleza, gallardia y discrecion en su maxima
expresion. Sin embargo, como reza el adagio de la naturaleza, cada ser engendra a su semejanza. Asi,
mi ingenio, limitado y poco cultivado, solo podia dar vida a una creacion imperfecta, singular en su
concepcién y ajena a cualquier otra imaginacion.

Es comun que un padre, cegado por el amor, no perciba los defectos de su hijo, confundiéndolos con
virtudes. Sin embargo, en mi papel de padrastro de esta obra, me abstengo de seguir tal corriente,
evitando implorarte, querido lector, que ignores las faltas que en ella encuentres. T0, duefio de tu juicio
y sefior de tu voluntad, estas en plena libertad de expresar tu parecer, sin miedo a represalias por tus
palabras, sean estas de critica o alabanza.

Habria preferido entregarte este trabajo en su forma mas pura, sin adornos ni predmbulos. Pero
confieso que la redaccién de este prefacio ha sido mas necesidad que deseo y un desafio mayor incluso
que la propia obra. Varias veces intenté escribir esta obra, dudando siempre de qué decir. En uno de esos
momentos de indecision, un amigo perspicaz y entendido irrumpio, y al conocer la causa de mi dilema,
me instd a reflexionar sobre la naturaleza y el proposito de mi esfuerzo.

Esta obra, entonces, es una exploracion de la belleza y la imperfeccidn, del asombro y la limitacion.
Inspirandome en las reflexiones de Helen Keller sobre el valor del sentido de la vista y su incomprensién
por parte de quienes lo poseen, asi como en las observaciones de Charles Darwin sobre la seleccién
natural y la perfeccidn relativa en la naturaleza, he intentado trazar un paralelismo entre estas ideas y la
creacion cientifica. Darwin, al examinar la complejidad y las imperfecciones del ojo humano, nos
recuerda que incluso las obras mas maravillosas de la naturaleza tienen sus falencias.

Por tanto, estimado lector, te invito a embarcarte en este viaje a través de las paginas que siguen, con
la mente abierta y el espiritu critico, recordando siempre que la perfeccion es un ideal inalcanzable, en
la fisiologia del cuerpo, en la de esta obra y en la de esta vida, pero en cada imperfeccion reside una
singular belleza.

Con el mas profundo respeto, Sergio D. Jaime.
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I11. RESUMEN

La vitreorretinopatia proliferativa (VRP), cominmente derivada de traumas oculares severos o
como complicacion del desprendimiento regmatdgeno de la retina, es una grave complicacion
caracterizada por la proliferacion celular y la formacion de membranas fibrosas en la retina, que puede
resultar en recurrencias del desprendimiento y pérdida de vision. En este estudio, nos propusimos
investigar el papel de la trombina, una enzima conocida principalmente por su funcién en la
coagulacién sanguinea, esta vez en la patogénesis de la PVR, preguntandonos especificamente:
";Como la trombina afecta la patogénesis de la PVR y a través de cudles vias de sefializacion celular
en las células de glia de Miuller?" Utilizando cultivos de estas células, esenciales para el
mantenimiento de la homeostasis retiniana y la respuesta al dafo, descubrimos que la trombina activa
la via MAPK/ERK de manera no convencional, mediante la proteina quinasa C zeta (PKC-(), y sin
la participacion de Ras ni Raf. Este mecanismo alternativo de sefializacion celular se revela como
crucial, no solo para comprender la funcion normal de la retina, sino también para elucidar los
procesos patogénicos subyacentes a enfermedades proliferativas como la VRP. Nuestros hallazgos
abren nuevas vias para el desarrollo de terapias dirigidas que modifiquen especificamente esta
sefializacion en la retina, ofreciendo nuevas esperanzas para el tratamiento de la PVR y la prevencién
de la pérdida de vision asociada a esta y otras enfermedades oculares proliferativas.

IV. ABSTRACT

Proliferative vitreoretinopathy (PVR), commonly stemming from severe ocular traumas or as a
complication of rhegmatogenous retinal detachment, is a serious complication characterized by
cellular proliferation and the formation of fibrous membranes on the retina, which can result in
recurrences of detachment and vision loss. In this study, we aimed to investigate the role of thrombin,
an enzyme primarily known for its function in blood coagulation, this time in the pathogenesis of
PVR, specifically questioning: "How does thrombin affect the pathogenesis of PVR and through
which cellular signaling pathways in Mdiller glia cells?" Using cultures of these cells, essential for the
maintenance of retinal homeostasis and the response to damage, we discovered that thrombin
activates the MAPK/ERK pathway in a non-conventional manner, through protein kinase C zeta
(PKC-(), and without the involvement of Ras or Raf. This alternative cellular signaling mechanism
is revealed as crucial, not only for understanding the normal function of the retina but also for
elucidating the pathogenic processes underlying proliferative diseases like PVR. Our findings open
new avenues for the development of targeted therapies that specifically modify this signaling in the
retina, offering new hope for the treatment of PVR and the prevention of vision loss associated with
this and other proliferative ocular diseases.
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V. ABREVIATURAS

AMPc - Monofosfato de Adenosina Ciclico MHC - Complejo Mayor de Histocompatibilidad
APC - Células Presentadoras de Antigenos MLCK - Cinasa de la Cadena Ligera de la Miosina
BSA - Albumina de Suero Bovino NG2 - Antigeno Nerve/Glial 2

CDL1 - Ciclina D1 PARs - Receptores Activados por Proteasas

DAG - Diacilglicerol PDGF-BB - Factor de Crecimiento Derivado de

Plaguetas subunidad B
PI13K - Fosfatidilinositol-3-Cinasa
PKA - Proteina Cinasa A
PKC - Proteina Cinasa C
PKC-( - Proteina Cinasa C-Zeta
PLC-B - Fosfolipasa C-3

PPACK - D-fenilalanil-L-prolil-L-arginil-
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PVDF - Difluoruro Polivinildieno

Raf - Cinasa Raf
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LIMK - Cinasa LIM

MAPK - Cinasa Activada por Mit6genos
MEK - Cinasa de ERK/MAPK
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DRR - Desprendimiento Regmatdgeno de la Retina
EDTA - Acido Etilendiaminotetraacético

ERK - Cinasa Regulada por Sefiales Extracelulares
ES - Espacio Subretinal

EPR - Epitelio Pigmentado de la Retina

GAP - Proteina Activadora de la GTPasa

GDP - Guanosin Difosfato

SFB - Suero Fetal Bovino

SDS - Dodecilsulfato de Sodio

SNC - Sistema Nervioso Central

SNP - Sistema Nervioso Periférico

TBS-T - Solucién Tamponada con Sal de Tris y Tween20
VEGF - Factor de Crecimiento Endotelial Vascular

VRP - Vitreorretinopatia Proliferativa
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1. INTRODUCCION

El sistema visual de los vertebrados.

El sistema visual es esencial para la
sobrevivencia de la mayor parte de los
vertebrados, dado que es la fuente
primaria de informacion en la mayoria de
las especies animales, incluyendo al ser
humano (Fernald, 2007).

La vision abarca la deteccion de los
estimulos luminosos, la sensibilidad al
contraste, la discriminacion de textura,
color, profundidad y movimiento. La
vision requiere tanto de un fendmeno
fisico que involucra la refraccion de la luz
como el procesamiento neuronal de los
estimulos visuales por la retina y el

cerebro (Forrester et al., 2016).

El sistema wvisual incluye los
componentes  6pticos del segmento
anterior del ojo: la cornea, humor acuoso,
y lente; y el segmento posterior,
incluyendo el cuerpo vitreo, la retina, y el
nervio optico. Por ultimo, el sistema
visual incluye las vias que transmiten las

sefiales neuronales a la corteza visual, y

Coroides
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Nervio
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Comes
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Lente
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Cuerpo aliar

; .
Vitreo Iombeana Emitantn inforna
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Figura 1 | Anatomia del ojo humano adulto con énfasis
en la retina. Adaptada y traducida de "Human Eye
Anatomy infographic,” por LifeMap Sciences, Inc., n.d.,
LifeMap Discovery.

varios nucleos adicionales del cerebro. Cada uno de estos componentes es critico en la recepcion,

transmision, y la interpretacion de la informacion visual. EI segmento anterior del ojo recibe de manera

fisica la sefial luminosa que, a su vez, activa la sefializacién quimica en la retina, mismo que se transmite



al cerebro a través del nervio Optico para procesar la informacion posteriormente en el sistema nervioso
central (Hejtmancik & Nickerson, 2015).

El ojo es el principal 6rgano del sistema visual y esta altamente especializado para detectar radiacion
luminosa. La estructura basica del ojo se conforma de 3 capas o tunicas: 1) la capa fibrosa corneoescleral;
2) el tracto uveal compuesto por la coroides, el cuerpo ciliar y el iris; 3) y la capa neural o retina. Esta
ultima esta formada por neuronas fotosensibles, conos y bastones que detectanla luz a distinta longitud
de onda (Forrester et al., 2016). Las estructuras de la retina en correspondencia con la anatomia del ojo

estan ilustradas en la Figura 1.

Organizacion de la retina de los vertebrados

Todos los vertebrados tienen la misma estructura basica de la retina, tejido neural estratificado de
0.25 mm de grosor conformada por cinco tipos de neuronas y de un tipo particular de células gliales, que
atraviesan todo el espesor de la retina: la glia de Muller. Estas células se organizan en tres capas nucleares
formadas desde la parte mas externa a la interna por fotorreceptores, que captan la luz que proviene del
segmento anterior del ojo; interneuronas horizontales, que se encuentran en la capa plexiforme externa;
amacrinas y bipolares, que se ubican en la capa plexiforme interna y la capa nuclear interna

respectivamente; y células L%

U] 7

ganglionares, cuyos axones

— Capa Ganglionar

forman el nervio 6ptico, que

transmite las sefiales al

| Capa Plexiforme
Interna

sistema nervioso central.

Capa Nuclear
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Las capas nucleares

-

D=

i v P v P '—— Capa Limitante Externa
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sinapticas: la  plexiforme

externay lainterna (Dowling,

Ll

AR
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s ww ¢V

Segmentos de
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LA \),‘(Lv\“» s [.-r v ‘ 4
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nucleares y plexiformes, en la
Figura 2 | Estructura celular de la retina. A) Células ganglionares; B)
Células amacrinas; C) Células horizontales; D) Células bipolares; E) Glia
en contacto con los de Miller; F) Fotorreceptores. Modificada de Li, (2016).

parte mas externa de la retina,



fotorreceptores, se localiza la coroides. De mejor manera ilustro las capas retinianas en la Figura 2. En
conjunto, estas estructuras forman una barrera funcional que impide el paso de solutos hacia la retina: la
barrera hematorretiniana, formada por una monocapa de células del epitelio pigmentado de la retina y
otra de células ricas en coladgena llamada membrana de Bruch. Esta barrera transporta nutrientes y
desechos, asi como sefiales quimicas de la retina, y separa fisicamente a la retina del endotelio vascular
(Grossniklaus et al., 2015)

Glia de Miiller y su participacion en enfermedades proliferativas de la

retina.
Tipos de Glia.

El término glia, que significa “pegamento”, hace referencia a la funcion de sostén y soporte de las
neuronas desempefiada por estas células (Kettenmann & Verkhratsky, 2008). Aunque no se puede
determinar un numero exacto, las estimaciones sugieren que las células neuronales y gliales estan
presentes en proporciones aproximadamente similares en los seres humanos (Verkhratsky & Butt, 2013).
Sin embargo, el estudio sobre la diversidad funcional de las células gliales es relativamente reciente y
no tan extenso en comparacion con el de las células neuronales (Ndubaku & de Bellard, 2008). Las
células gliales desempefian diversas funciones: tienen un papel clave en la regulacion de la liberacion de
neurotransmisores, mantienen la homeostasis del sistema nervioso, guian la migracion de neuronas en
etapas tempranas del desarrollo, facilitan la conduccion de la transmision sinaptica y responden al dafio
del sistema nervioso, entre otras (Ndubaku & de Bellard, 2008).

La glia se clasifica en: macroglia si es de origen ectodérmico, de la cresta y tubo neural, y microglia
si es de origen mesodérmico (Verkhratsky & Butt, 2007), que forma un filtro inmune enel sistema
nervioso central (SNC) (Kettenmann & Verkhratsky, 2011). Las células microgliales son fagocitos
mononucleares especializados en el SNC, cuya funcion esencial como células presentadoras de antigenos
(APC) implica la fagocitosis y degradacion de microbios, células muertas y agregados proteicos
(Schetters et al., 2018). Estas células utilizan su maquinaria lisosomal para procesar antigenos y
presentarlos a través de moléculas coestimuladoras y MHC clase 11, que son esenciales para la activacién

de linfocitos T CD4, tanto de memoria como virgenes, subrayando su importancia en las respuestas



inmunitarias ante dafios neuronales, como se ve en la esclerosis multiple y otras enfermedades
neurodegenerativas (Distéfano-Gagné et al., 2023; Tran et al., 1998; Wolf et al., 2018). Ademas,
colaboran con los astrocitos en la poda sindptica neuronal y la eliminacion de células apoptdticas
(Haimon et al., 2022). Si bien existe un solo tipo de microglia, hay varios tipos de células macrogliales,
las cuales se localizan tanto en el SNC como en el Sistema Nervioso Periférico (SNP). Las que se
encuentran en el SNC son: astrocitos, que suelen interactuar con vasos sanguineos, detectan actividad
neuronal y regulan redes neuronales; oligodendrocitos encargados de mielinizar y aislar los axones de
neuronas y regular la velocidad de conduccion del potencial de accion a través de ellos (Kettenmann &
Verkhratsky, 2011); las células ependimales que se encuentran en los plexos coroides del cerebro,
transporta substancias y mantiene la estabilidad de la barrera hemato-cefalorraquidea (Reuss, 2010); las
células de glia “Nerve/Glial antigen 2”, o glia NG2, pueden funcionar como células troncales
multipotentes generando principalmente oligodendrocitos, aunque se ha reportado que también pueden
generar neuronas y astrocitos en determinadas condiciones (Vigano & Dimou, 2016). Por ultimo, pero
no menos importante se encuentra la glia radial, el primer tipo de glia que se diferencia a partir de las
celulas neuroepiteliales progenitoras durante el desarrollo. A través de un proceso de maduracion, las
células de glia radial se transforman en astrocitos, oligodendrocitos y neuronas, pero permanecen como
glia radial en dos zonas: en el cerebelo como glia de Bergmann y en la retina como glia de Muller
(Verkhratsky & Butt, 2007). Mientras tanto en el SNP se encuentran las células de Schwann que tienen
funciones bastante similares a los oligodendrocitos; la glia entérica que se encuentra en la barrera
intestinal con funciones muy similares a los astrocitos pero en el sistema nervioso entérico (Coelho-
Aguiar et al., 2015); la glia olfatoria envolvente que se encuentra en el tracto olfatorio y tiene como
funcidn principal regular las vias de sefializacion entre neuronas olfatorias y guiar la formacion de redes
y conexiones entre axones (Gladwin & Choi, 2015); y la glia satélite que se encuentra en los ganglios
sensoriales rodeando cuerpos celulares de neuronas determinando el crecimiento de neuritas (Reuss,
2010).

Glia de Miiller.

En la retina existen tres tipos de glia, la microglia y los astrocitos que funcionan en conjunto con
células ganglionares, predominan en la membrana limitante interna, pero en mucho mayor

porcentaje se encuentra la glia de Muller (Bringmann et al., 2003). El predominio de la glia de Muller



en la retina humana es tal que hay aproximadamente entre 8 y 10 millones de células arregladas
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Figura 3| GLIA DE MULLER: estructura e interacciones. Vasos
sanguineos (BV), células amacrinas (A), astrocitos (AS), células
bipolares (B), conos (C), células ganglionares (G), células
horizontales (H), células de glia de Muller (M), microglia (Mi),
bastones (R), conos (C). También tome en cuenta la ubicacién de
las diferentes capas de la retina (desde las capas mas internas
hasta las externas: nervio éptico (ON), capa de fibras nerviosas
(NFL), capa de células ganglionares (GCL), capa plexiforme
interna (IPL), capa nuclear interna (INL), capa plexiforme externa
(OPL), capa nuclear externa (ONL), capa del segmento externo
(0S), epitelio pigmentado (PE), coroides (Ch). Modificada de
Vecino et al., (2016)

uniformemente. Las células de
Muller son celulas de morfologia
fibrosa y extension bipolar, forman
nucleos columnares que atraviesan
todas las capas de la retina e
interactian précticamente con todas
las células de esta. Cada nucleo
columnar contiene por cada célula de
glia de Muller aproximadamente un
cono, diez bastones, de cuatro a seis
células de la capa nuclearinterna, y
de 0.3 a 2.5 células ganglionares
(Reichenbach & Bringmann, 2012),
con tantas interacciones, la glia de
Muller es necesaria para la integridad
de la retina. Estas interacciones las

podemos observar en la Figura 3.

La glia de Muller desempefia
numerosas funciones en la retina: son
el nacleo de columnas funcionales;
pueden guiar o dispersar la luz
fibra

contribuyen a reciclar fotopigmentos

actuando  como Optica;

en los conos; regulan la funcidn sindptica mediante la recepcion de neurotransmisores como glutamato

0 GABA, producen precursores de neurotransmisores como glutamina, remueven el dioxido de carbono,

son el soporte nutricional y antioxidante de los fotoreceptores, regulan el pH, regulan el flujo y claridad

y volumen del espacio extracelular, responden al estrés mecanico, son mediadores del acoplamiento

neurovascular (Reichenbach & Bringmann, 2012). Adicionalmente, se ha reportado que pueden

funcionar como células troncales regenerando fotorreceptores después de lesiones en la retina (Goldman,



2014) del pez cebra [Danio rerio] (Wan & Goldman, 2016), pollo [Gallus gallus domesticus] y en raton
[Mus musculus] (Wilken & Reh, 2016).

Las células gliales reacccionan ante préacticamente cualquier alteracion sobre las neuronas y el
microambiente con el que interaccionan ya sea de manera funcional o disfuncional. El término de glia
reactiva se refiere a la respuesta que tienen las células de glia ante estos cambios. Tales cambios
comunmente se traducen en estas células como hipertrofia, acumulacion de filamentos intermedios en el
citoplasma, proliferacion de la glia, metabolismo intenso y re-expresion de caracteristicas de la glia
inmadura. La reaccion glial es un equivalente a la cicatrizacion de heridasen otras partes del organismo,
sin embargo, en el SNC el acceso a otras células extrinsecas que complementan la correcta reparacion

del tejido esta restringido por la impermeabilidad de la barrerahematoencefalica (BHE) (Kalman, 2003).

La naturaleza primordial de las células de Miiller y su arquitectura con respecto a las demas células
en la retina la hacen reaccionar de maneras muy distintas, ya sea de manera protectora o detrimental,

(Bringmann et al., 2003), sin embargo, es en esto en lo que radica su importancia.

Vitreorretinopatia proliferativa

En la retina madura, la glia de Muller tiene un papel fundamental en mantener la integridad de las
redes entre las células retinales y, junto con las células del epitelio pigmentado de la retina (EPR),en
mantener la homeostasis sanguinea. Sin embargo, también responde ante alteraciones patolégicas como
el dafio fotico, trauma retinal, isquemia, glaucoma, degeneracion macular relacionada con la edad,
gliosis, retinopatia diabética y desprendimiento de la retina, entre otras. Estas alteraciones implican
cambios morfolégicos, bioquimicos y fisiolégicos de las células de Muller y pueden variarde acuerdo con
el tipo de estimulo o la intensidad de este (Reichenbach & Bringmann, 2010). Como efecto de tales
lesiones en la retina, la glia de Miiller reacciona en un intento de reconstruir opreservar la funcién visual
(Garweg, 2010). Estas lesiones inducen la secrecion de factores de crecimiento, factores
proinflamatorios o citocinas que promueven la reactividad de las células de Miiller, las cuales generan
como respuesta basica la proliferacion y contraccion de las células de glia (Eastlake et al., 2016;
Reichenbach & Bringmann, 2010).

La vitreorretinopatia proliferativa (VRP) es un sindrome clinico del ojo que se caracteriza por la

proliferacion de células en la superficie retinal y hacia la cavidad del vitreo, formando membranas



epirretinianas contractiles (perirretinales y/o subrretinales) las cuales pueden generar rupturas y
desprendimiento recurrente de la retina (Khan et al., 2015). Se han identificado a varios tipos celulares
con roles clave en la fisiopatogenia de la VRP: células del EPR, fibroblastos, miofibroblastos y
macrofagos (Jusufbegovic et al., 2015; Kanski, 2009). Durante largo tiempo, se sostuvo
predominantemente que las células del EPR eran las principales responsables en la induccion de la VRP.
No obstante, investigaciones recientes han revelado que la glia de Miller no solo contribuye, sino que
desempefia un rol crucial en la fisiopatogenia de esta condicion (Eastlake et al., 2016; Morescalchi et al.,
2013; Velez et al., 2012).

La VRP se origina generalmente como consecuencia de traumatismos oculares graves como sonla
isquemia crénica, cirugias intraoculares que frecuentan destruccion tisular para la restauracion dela
funcion visual, pero principalmente como una complicacion del desprendimiento regmatdgeno de la
retina (DRR), con un porcentaje de ocurrencia del 10% de todas las reparaciones por desprendimiento
de la retina, algo que es considerado como fracaso quirurgico. (Garweg, 2010; Khan et al., 2015). La
VRP supone un 75% de los fracasos primarios tras la cirugia del DRR, es también causante de ceguera
principalmente en casos donde hay DRR secundario recurrente (Spirnet al., 2010). Las respuestas
celulares causantes de la VRP suelen ser inespecificas y no difieren clinicamente de forma significativa
de la que resulta como complicacion de otras patologias intraoculares (Garweg, 2010). Los factores de
riesgo clasicos de la VRP estan asociados a casos en los que aumenta la permeabilidad vascular como
ocurre en la uveitis, en los desgarros de retina, en el desprendimientocoroideo postoperatorio, cirugias

previas, crioterapia o desprendimientos extensos.

Es comdn que en estos casos se rompa la barrera hematoocular (BHO), o vasos sanguineos del sistema
de vasculatura central de la retina y ocasione una hemorragia vitrea o coroidea (Hollyfield & Clinic,
2010; Spirn et al., 2010), exponiendo macrofagos, linfocitos y células polimorfonucleares, también
factores de crecimiento, citosinas inflamatorias y TROMBINA a zonas donde usualmenteno tienen
acceso, en este caso patologico especifico, al espacio subretinal (ES) entre los fotorreceptores de la
retinay el EPR de la retina previamente desprendida (Morescalchi et al., 2013;Velez et al., 2012). Las
células del EPR que cubren a la coroides, y la glia de Muller al perder su integridad estructural y al entrar
en contacto con tales factores, se dispersan y promueven la proliferacion en otros sitios (Morescalchi et
al., 2013). La glia de Muller también puede ser agente causal de la ruptura de la BHO por actividad de
citosinas proinflamatorias, especies reactivas de nitrogeno y factores de crecimiento vasoactivos como

es el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF).



El papel de la trombina en enfermedades proliferativas de la retina

La trombina es una proteasa de serina que pertenece a la familia de la qumotripsina S1, familia que
incluye a varias enzimas involucradas en procesos digestivos, de fertilizacion, desarrollo embrionario,
muerte celular, fibrinolisis e inmunidad celular, entre otros. Estd compuesta por dos cadenas
polipeptidicas Ay B de 36 y 259 residuos respectivamente, unidas covalentemente por puentes disulfuro
entre los residuos C1 y C122 (Di Cera, 2009; Maragoudakis & Tsopanoglou, 2009).

La trombina es bien conocida por su papel al final de la cascada enzimatica que promueve la
coagulacién sanguinea, ya que esta proteasa se encarga de convertir el fibrindgeno en un coagulo
insoluble de mondmeros de fibrina que se adhiere a las plaquetas en la herida. La trombina se originaa
partir de su forma inactiva: la protrombina, la cual es producida por el higado, viaja por el torrente
sanguineo, y es convertida a trombina por medio de la tromboplastina y Ca+ como cofactor, ambos
segregados por las plaquetas (Buzala et al., 2017; Maragoudakis & Tsopanoglou, 2009). Sin embargo,
irbnicamente también estd involucrada en procesos anticoagulantes como la fibrindlisis, en
retroalimentacion negativa: cuando la trombomodulina que se encuentra en el endotelio se une ala
trombina, suprime la actividad de catalisis del fibrindgeno o los Receptores Activados por Proteasas
(mejor conocidos como PAR por sus siglas en inglés), pero aumenta la especificidad de la enzima hacia
la proteina C (PC), la cual inactiva a los factores de coagulacion Vay Vllla, estos son cofactores de las
proteinas Xa y IXa, necesarias para continuar la cascada de coagulacion y generar mas trombina

(Maragoudakis & Tsopanoglou, 2009).

Ademas del papel central de la trombina en la coagulacion, también participa en otros eventos
fisiolégicos y patoldgicos (Hindley & Kolch, 2002). Esta directamente involucrada en el desarrollo
vascular, inflamacion, quimiotaxis, migracion, proliferacion celular, angiogénesis, principalmente en
procesos de cicatrizacion de heridas y reparacion de tejidos (Narayanan, 1999). Debido a que losprocesos
en los que se ve comprometida la trombina son basicos para el mantenimiento y formaciénde nuevos
tejidos, ésta puede relacionarse incluso con la formacién de tumores y promocion del cancer (Garcia-
Lopez et al., 2010; Nierodzik & Karpatkin, 2006; Tsopanoglou et al., 2004;Wojtukiewicz et al., 2016).
Curiosamente la trombina tiene también un papel importante en el cerebro, a pesar de que la cantidad de

protrombina generada en el cerebro es de solamente el 1% comparado con lo que se puede producir en



el higado (Maragoudakis & Tsopanoglou, 2009). En elcerebro se involucra en el desarrollo, retraccion
de neuritas (Narayanan, 1999), protege de dafio cerebrovascular e isquemia, induce cambios
morfoldgicos y puede inducir apoptosis o0 actuar comocrioprotector en el hipocampo (Wang, H. & Reiser,
2003).

Dentro de los efectos inducidos por la trombina en el cerebro, se ha observado el impacto particular
para la glia de Miiller, donde puede ocurrir el aumento de Ca?* intracelular, la inhibiciondel potencial
causado por K+ (Puro & Stuenkel, 1995), ademas de la liberacion de ATP y la proliferacién de la glia
de Muller (Puro et al., 1990). A pesar de que se intuye el efecto que pueda tener la trombina a nivel
tisular, no existen estudios de sus efectos sobre las vias de sefializacion quepuedan promover en estas

células, las cuales, en tales condiciones puede afectar al desarrollo de laVRP.

Actualmente la gran mayoria de los estudios sobre el papel de la trombina en la VRP se concentran
en las células del EPR, en los que se observa la activacion de la cinasa regulada por sefiales extracelulares
(ERK), proteina promotora de la proliferacion (Palma-Nicolas et al., 2008); asi como un aumento
mediado por el factor de transcripcion AP-1 en la expresion del gen ccndl responsable de codificar la
ciclina D1 (CD1), igualmente importante en la promocién de la proliferacion celular (Lee-Rivera et al.,
2015). También se ha visto la produccion de otros factorescomo el factor de crecimiento derivado de
plaquetas subunidad B (PDGF-BB) que funciona como factor profibrético, el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) importante en la angiogénesis y las interleucinas proinflamatorias CCL2,
IL-8, IL-6, IL-12 (Bastiaans et al., 2014).

Pese a que se reconoce la intervencion del EPR en la VRP, es muy importante determinar también
cudl es el rol de la glia de Miiller en la patogénesis de este padecimiento.



Receptores activados por proteasas (PARS)

Los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) representan una amplia familia de proteinas
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Figura 4 | Detalles de activacion de PAR1. La trombina, se une a los
aminoacidos receptores (las esferas) del exodominio amino terminal de
los PARs, interactiando con el centro activo de la trombina. Después de
la uniodn, latrombina escinde el receptor entre la arginina R41y la serina
S42 para mostrar un nuevo amino terminal, la secuencia S42FLLRN
(diamante). Una vez desenmascarado, SFLLRN sirve como un ligando
que se une al dominio heptahelicoidal para efectuar la sefializacion
transmembranal y la activacion de la proteina G. Es importante destacar
que el proceso es el mismo para los otros PARs, sin embargo, difieren
las secuencias de amino&cidos. Figura tomada de Coughlin, et al. (2010).

transmembranales, y son de los
blancos mas estudiados para el
disefio de farmacos. Una gran
partede las sefiales activadas por
la trombina ocurren por medio de
los receptores activados por
proteasas (PARs) los cuéles son
parte de una familia de GPCRs.
Los PARs tienen la estructura
bésica de los GPCRs: 7 dominios
de hélice transmembranales, con
el amino terminal exoplasmico y
el carboxiloterminal citoplasmico,
ademas de sefialar a través de
proteinas G. En los PARs, la unién
del ligando provoca un cambio
conformacional en el receptor que
activa a ciertas vias de
sefializacion, aqui, el receptor

actda por si mismo como factor de

intercambio de nucleétidos de guanina (GEF) sobre las proteinas G heterotriméricas (Lodish et al., 2013;

Munk et al., 2016) A excepcion de otros gruposde GPCRs, los PARs son ligandos de si mismos, de tal

manera gque necesitan de una proteasa para cortar el extremo amino, exponiendo un nuevo dominio que

se uniraintramolecularmente al cuerpo del receptor (Coughlin, 2010).

Se ha identificado cuatro PARs, denominados del 1 al 4: PAR;, PAR3y PARg4, son activados

principalmentepor trombina, y PAR; es activado también por tripsina, triptasa, y otras proteasas de

serina. PAR1 se considera el prototipo de esta familia;es el mas estudiado y se le atribuyen la mayor parte

de los efectos de la trombina, debido a que la afinidad delPAR4 por la trombina es de 100 a 1000 veces
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menor que la del PAR3, ya que el PARs carece de la region intracelular que permite la sefializacion

(Coughlin, 2010). En la Figura 4 esta ejemplificado el proceso de activacion de PAR1 como modelo de

activacioén de los PARs.

Transduccidn de senales derivadas de la activacion de los PARS

Proteinas G

Las proteinas G transmiten y reciben informacion de acuerdo con su estado conformacional desde

proteinas receptoras GPCR hacia
proteinas efectoras (como
observamos en la Figura 5), y las vias
de sefalizacion que de éstas se
derivan, desencadenan  procesos
celulares especificos, como son la
proliferacion, migracion, apoptosis,
inflamacién 'y  neurotransmision,
entre otros (Lappano & Maggiolini,
2012). Se ha demostrado que la
activaciénproteolitica de los PARs en
la membrana tiene como
consecuencia la activacion de las
proteinas Gai, Gogu1 Yy Gouzis
(Coughlin, 2010)

Las superfamilias de proteinas G
tienen un dominio G de 20 kD que se
une a nucledtidos de guanina como

guanosin trifosfato (GTP) o guanosin

Agonist

v
Effectors Effectors

Figura 5 | Detalles de activacion de las proteinas G. La trombina
promueve la activacion de los PARS, que a su vez se asocian con
proteinas G heterotrimericas. Los PARs funcionan como un factor
de intercambio de nucledtidos de guanina (GEF), para promover la
formacion del estado de proteina Go. con GTP activo. La funcion de
sefializacion de las proteinas G esta regulada negativamente por
proteinas con actividad GAP, que convierte al GTP en GDP y
desactiva a la proteina Ga. El complejo Gfy realiza sus propias
funciones de sefializacién, no solo en rutas asociadas con GPCR
activado sino también en rutas que son independientes de GPCR.
Tomada de Denis et al. (2012)

difosfato (GDP). La conformacion de estos complejos difiere segin el tipo de nucleétido unido al

dominio G, localizado en la subunidad a. Existen dos tipos de proteinas G: heterotrimericas ancladas a
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la membrana y formadas por tres subunidades a, B, v; y las monomeéricas que se localizan en el citosol. Al

convertirse el GTP en GDP,

por la accion de la proteina activadora de la GTPasa (GAP), las subunidades By se unen a la subunidad
a. La activacion inducida por la hidrélisis de GTP induce la disociacion de las subunidades y permite la
sefializacion rio abajo de oy Py de manera independiente. Los PARs sefialan directamente hacia proteinas
G heterotriméricas Gog11, G12113Y Gi, activando maltiples viasde sefializacion (Chakravorty & Assmann,
2018; Coughlin, 2010).

Sefializacion por G;

Se ha demostrado que la trombina activa la sefializacion mediada por la subunidad Gai, involucrada
en la inhibicion de la adenilil ciclasa (Klages et al., 1999; Wang, H. et al., 2002). Lasproteinas G de la
subfamilia Gitienen un efecto inhibidor sobre la adenilil ciclasa (G~ por “inhibitoria”). La inactivacion
de la adenilil ciclasa dependiente de Gise traduce en la disminucidnde la concentracion intracelular del

AMPc y la inhibicién consecuente de la proteina cinasa A (PKA) (Rebecchi & Pentyala, 2000).

Sefializacion por Gizis

La activacion de Gal2/13 esta implicada en los cambios morfologicos relacionados con la
reorganizacion del citoesqueleto de actina. Este proceso depende de la GTPasa Rho, que también puede
ser activada por una elevacion de calcio mediada por Gq y por la induccién de Gi (Klages et al., 1999;
Seasholtz et al., 1999). Sin embargo, en fibroblastos, la expresion constitutiva de G12 y G13 (pero no de
Gi 0 Gq) es suficiente para inducir la formacion de fibras de estrés de actina y el ensamble de adhesiones
(Buhl et al., 1995). (Thatcher, 2010)

Los trabajos previos realizados por nuestro laboratorio en este campo han demostrado que en células
de la retina, la estimulacion con trombina conduce a la hidrdlisis de GTP por Rho, y la activacion
subsecuente de la cinasa de Rho (ROCK), dela cinasa de la cadena ligera de la miosina (MLCK), y de la

cinasaLIM (LIMK) que media la despolimerizacén de actina (Ruiz-Loredo et al., 2011). ROCK también
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activa a p140mDia, relacionada con el ensamblaje de filamentos de actina y modula ala profilina, que

impide la polimerizacion (Watanabe et al., 1997).Esta via de sefializacion esté involucrada, asimismo, en

loscambios de permeabilidad endotelial inducidos por trombina (Bogatcheva et al., 2002). Los cambios

en la morfologia celular ylas propiedades de adhesion inducidos por la activacion de Gizasjuegan un

papel importante en las alteraciones que se presentan en las células del EPR que conducen a la VRP.

Sefalizacion mediada por Gq

Gq esta vinculada con la
activacion de la fosfolipasa
CB (PLCB), y Ila
produccion consecuente de
los segundos mensajeros
trifosfato de inositol (IP3),
que promueve la liberacion
de Ca®" de los depositos
intracelulares, y
diacilglicerol (DAG), que
activa a la proteina cinasa C
(PKC) (Coughlin, 2010;
Macfarlane et al., 2001).
Podemos observar la via
canonica de activacion de
las PKC en la Figura 6.

Tanto la activacion de la

extracellular
signaling molecule

. : EXTRACELLULAR
activated
phosphollpase c PIP2 DAG SPACE

- Asagﬁ

w— v cYTosoL
activated @ activated .,
receptor C-kinase
activated Gq protein
cleavage >
Ca?
dependent €—— @
proteins %:E
phosphorylates
IP3R 4/ cell proteins
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Figura 6 | Via de sefializacién de PKC. La activacién del receptor conduce
a la activacion de la fosfolipasa C (PLC), que escinde el fosfatidilinositol
4,5-bisfosfato (PI1P2) en IP3 y diacilglicerol (DAG). El IP3 estimula la
liberacion de calcio del reticulo endoplasmico, y el calcio controla la
actividad de numerosos objetivos rio abajo. Canonicamente, uno de los
principales objetivos es la proteina quinasa C (PKC). El calcio permite que
PKC se una con DAG y, de ese modo, se active. Luego, la PKC fosforila a
otros sustratos rio abajo. Modificada de Egorova & Bezprozvanny, 2018

PKC como la movilizacion de Ca?* intracelular inducido por la trombina promueve la proliferacion
celular en astrocitos (Wang, H. et al., 2002) y células del EPR (Palma-Nicolas et al., 2008).
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Sefiales mediadas por las subunidades p - y

Las subunidades By v de las proteinas G triméricas intervienen en la sefializacion derivada de la
activacion de PAR; por la trombina, particularmente mediante la activacion de la via de la PI3K, cuyo
bloqueo por la wortmannina tiene profundos efectos sobre la proliferacion y laactivacion de ERK en
astrocitos y en células del EPR (Palma-Nicolas et al., 2010). Ademas, en general, la cascada de sefiales
mejor caracterizada que regula el proceso de proliferacién es la de laGTPasa monomérica Ras, que a su
vez activa a las cinasas de serina/treonina Raf, MEK y ERK1/2(Wang, H. et al., 2002)

Cinasas Activadas por mitogenos (MAPK) y cinasas reguladas por sefales
extracelulares (ERK1/2). Via de sefalizacion MAPK/ERK.

La activacion de receptores especificos en la

. L. ) EGF Medio extracelular
membrana inicia una cascada de sefializacion que activa
a la MAP cinasa ERK “regulada por senales SoEA
extracelulares”. La sefalizacion de esta via puede oo
inducir la transcripcion del DNA en el ndcleo, y la — @ =

expresion de proteinas especificas (Sun etal., 2015). El &% /
mitdgeno extracelular se une al receptor en la m%\ ore|

membrana e induce el intercambio de GDP por GTP en E“ : W,

la GTPasa Ras y la subsecuente activacion de la cinasa

Raf, cuya fosforilacion activaa MEK. MEK fosforilay
activa a la cinasa activada por mitdgenos (MAPK).
Tanto Raf comoERK son cinasas de serina/treonina,

mientras que MEK es una cinasa de

serina/treonina/tirosina. En la Figura 7 esta ilustrada la
via canénica de MAPK/ERK, esta cascada de

sefializacion permitela amplificacion v la regulacion de  Figura 7| Via canonica de sefializacion de MAPK.
La activacion de la GTPasa RAS por el receptor, en

las sefiales de la membrana (Roskoski, 2012). nuestro caso los PARs, que promueven una cascada
de sefializacion rio abajo hacia RAF-MEK- ERK
generalmente regulando la activacion de factores de
transcripciéon como C-fos, C-myc, CREB, etc.
Tomado de Vazquez Garcia (n.d.).
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2. JUSTIFICACION

A pesar de reconocer que la trombina contenida en el suero interactta directamente con las células de
Miuiller debido a la alteracion de la barrera hematorretiniana, existen lagunas significativas en nuestra
comprension de como esta interaccion afecta la proliferacion celular. Por lo tanto, este estudio se centra
en explorar el impacto de la trombina en la activacion de vias de sefializacion especificas asociadas con
la proliferacion de las células de Miiller en la retina humana. Un aspecto central de nuestra investigacion
es identificar y definir los mecanismos moleculares subyacentes que participan en este proceso, lo cual

hasta ahora ha permanecido relativamente inexplorado.

3. HIPOTESIS

La trombina es una proteasa de serina/treonina que, ademas de su funcion en el proceso de
coagulacién, activas vias de sefializacion intracelular que inducen la desdiferenciacién y la proliferacion

de las células de glia de Muller de la retina.

4. OBJETIVO

El objetivo de este estudio es dilucidar el mecanismo molecular por el cual la trombina induce la

activacion de ERK1/2 en las células MIO-M1 de la glia de Mller de la retina.
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5. MATERIALES Y METODOS

Reactivos

Todos los reactivos utilizados fueron grado cultivo celular. Los reactivos para cultivo celular
utilizados fueron suero fetal bovino (SFB), tripsina al 0.1%, EDTA, azul de tripano, y medio Dulbecco
libre de suero (DMEM); de Invitrogen. Los reactivos para los ensayos de estimulacion oinhibicion
farmacoldgica fueron los siguientes: la trombina, la hirudina, la manumicina A, el Ro- 32-0432, el
pseudosubstrato de PKC-(, el Y27632 y el inhibidor de Raf fueron obtenidos de Calbiochem/EMD
Millipore (Billerica, MA, EUA); la D-fenilalanil-L-prolil-L-arginil- clorometilcetona (PPACK) fue
obtenida de Enzo Life Sciences (Nueva York, NY, EUA) lawortmannina, fue de Sigma (St. Louis, MO);
el U0126, el LY294002 fueron obtenidos de Tocris (Ellisville,MO); y la aloumina de suero bovino
(BSA) se obtuvo de Equitech-Bio Inc. (Kerrville, TX). Para todos los experimentos se utilizo como
medio estindar DMEM. Para la preparacién de buffer de lisis usamos Tris-HCI, NaCl, EDTA, Triton X-
100, CHAPS, NP40, BSA, B-glicerofosfato,pirofosfato de sodio, e inhibidores de proteasas (SIGMA).
SDS, glicerol, azul de bromofenol y Tris-HCI para buffer Laemmli. Para la inmunodeteccion de proteinas
se utilizd poliacrilamida (SDS/PAGE), sustrato quimioluminiscente Immobilon Western AP; los
anticuerpos primariosfueron obtenidos de EMD Millipore y sus respectivos anticuerpos secundarios
acoplados a peroxidasa de rabano, anti-conejo contra actina o anti-ratén contra anti p-ERK y anti ERK

total son de Jackson Immunoresearch, West Grove, PA, USA.

Cultivo de Glia de Muller

Las células de la linea celular M1O-M1 fueron una donacion de G. A. Limb (Instituto de Oftalmologia
del Moorfields Eye Hospital, Londres, Reino Unido). Las células se cultivaron hasta alcanzar
confluencia en DMEM que contenia suero fetal bovino (SFB) al 10%, siguiendo las especificaciones
descritas anteriormente (Limb, Salt, Munro, Moss, & Khaw, 2002). Para todos los ensayos, se privo a
los cultivos de suero durante 24 horas antes de realizar los experimentos. La viabilidad de las células
MIO-M1 se evalu6 mediante exclusion de azul de tripano, tanto en presencia de SFB al 10% como en
su ausencia, durante periodos que variaron desde 24 horas hasta 8 dias. Para ello, después de disociar las
células con tripsina al 0,1% (EDTA Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.), se afiadié azul de tripano al
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0,08% a las celulas en medio esencial minimo de Dulbecco libre de suero (DMEM). Posteriormente, las
células vivas y las tefiidas con tripano se contaron mediante microscopia Optica en una cdmara de
Neubauer, y la viabilidad se expresdé como el porcentaje de células vivas en relacidén con el nimero total

de células.

Protocolos de estimulacion o inhibicion farmacolégica

Todos los experimentos se realizaron como cultivos semi-confluentes (80% de confluencia) en placas
de 6 pozos con células MIO-M1. 24 horas antes de comenzar con el tratamiento correspondiente, el
medio de crecimiento se reemplaz6 por DMEM libre de suero, para evitar la intervencion de los diversos
factores de crecimiento y citocinas contenidas en éste. Los cultivos sincronizados se estimularon con
trombina (2 U/ml) durante el periodo de tiempo indicado. Para los ensayos, se afiadieron inhibidores al
medio desde 30 minutos antes de la estimulacion con trombina por 30 minutos. Se utilizaron inhibidores
a las siguientes concentraciones: hirudina, 4 U/ml; PPACK, 500 nM; Toxina pertussis,100 ng/ml;
Wortmanina, 100 nM; Manumicina A, 20 uM; Ro32-4032, 10 uM; Pseudo-sustrato de PKC-{, 25 uM;
inhibidor de la cinasa de Rho (ROCK) Y27632, 5y 10 uM. Se ha demostrado previamente que estas

concentraciones no son toxicas.

Inmunodeteccion de proteinas (Western Blot)

Para la inmunodeteccion de todas las proteinas, las células tratadas se lisaron en buffer de lisis que
contenia 50 mM de Tris-HCl a pH 7.4, 150 mM de NaCl, 10 mM EDTA, 0.1% de SDS, 1% de Triton
X-100, 1 % de CHAPS, 0.5% de NP40, 0.1% de BSA, 40 mM de B-glicerofosfato, 10mM de pirofosfato
de sodio, y 10% de un coctel de inhibidores de proteasas (SIGMA). La proteinatotal de los lisados se
cuantifico usando el método de Bradford. Se utilizaron 10 ug de proteina totalpara el anlisis de
inmunodeteccion de proteinas. Los lisados fueron solubilizados en buffer Laemmli (0.75 mM de Tris-
HCI a pH 8.8, 5% de SDS, 20% de glicerol y 0.01% de azul de 36 bromofenol), hervidos durante 3
minutos, separados por electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS/PAGE, 7.5%), y se transfirieron
a membranas difluoruro polivinildieno (PVDF, Amersham Biosciences). Para evitar la union

inespecifica de los anticuerpos, las membranas se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente
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con una solucion de leche al 5% 0 leche 5% + BSA 2% en TBS-T (20 mM de Tris- HCl a pH 7.5, 500
mM de NaCl y 0.1 % de Tween20). Posteriormente, lasmembranas se incubaron con su respectivo
anticuerpo primario, segln la proteina a analizar: por una hora a temperatura ambiente en una solucion
de leche 5% en TBS-T que contenia el anticuerpoprimario anti-actina (1:50,000), 6 toda la noche a 4 °C
en una solucién de BSA 5% con el anticuerpoprimario anti-P-ERK (1:8,000), 6 leche 5% + BSA 2% en
TBS-T con el anticuerpo primario anti- ERK total (1:8,000). Al terminar el periodo de incubacion con el
respectivo anticuerpo primario, lasmembranas se lavaron 5 veces con TBS-T y se incubaron durante 1
hora a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario correspondiente conjugado a la peroxidasa de
rabano en una solucionde leche 5% para anti-actina a una dilucién del anticuerpo 1:50,000 6 BSA 5%
en TBS-T para P- ERK y ERK total a una dilucién 1:16,000. Posteriormente, las membranas se lavaron
5 veces con TBS-T y se proceso su revelado con el sustrato quimioluminiscente Immobilon Western AP
(Millipore). La sefial se visualizd mediante placas de rayos X Kodak® y se digitalizaron las imagenes
mediante el sistema Alfa Digi-Doc (Alpho-Innotech; San Leandro, CA). EIl analisis densitométrico de
las bandas se realizé utilizando el programa FIlJI/ImageJ (Schindelin et al., 2012)y los datos se

normalizaron utilizando los valores de células no estimuladas (control).

Analisis estadistico

Los datos utilizados para el analisis estadistico son representativos de 3 experimentos independientes.
La significancia con respecto al control negativo se determind con el programa GraphPad Prism V8.0
(Graph Pad Software, Inc., La Jolla, CA), mediante una prueba de t de Student no pareada (valor de P: dos
colas, intervalo de confianza: 95%): * si p<0.05, ** si p<0.01, *** si p<0.001, **** si p<0.0001. La
significancia con respecto a las células estimuladas con Trombina (2U/ml) se determind mediante una
prueba de t de Student no pareada (valor de P: dos colas, intervalo de confianza: 95%): # si p<0.05, ##
si p<0.01, ### si p<0.001, #### si p<0.0001. La significancia con respecto a algun inhibidor
farmacoldgico (2U/ml) se determind mediante una prueba de t de Student no pareada (valor de P: dos
colas, intervalo de confianza: 95%): @ si p<0.05,@@ si p<0.01, @@@ si p<0.001, Q@Q@@ Ssi

p<0.0001. Si no existe diferencia significativa se muestra en graficas como “ns”.
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6. RESULTADOS

Vias de sefializacion activadas por la trombina en las células de glia de
Miller MIO-M1.

La via de sefalizacion de las MAP cinasas desempefia un papel crucial en la regulacion de procesos
fundamentales en las células de mamifero, tales como la proliferacion y la migracion celular. Estos
procesos son caracteristicas prominentes en el desarrollo de enfermedades fibroproliferativas en la retina,
como la gliosis y la vitreorretinopatia proliferativa (VRP). Para explorar el papel de la trombina en la
patogénesis de estas condiciones, se examind su efecto en la activacién (fosforilacion) de las cinasas
activadas por mitégenos (ERK) en células MIO-M1 estimuladas con concentraciones crecientes de
trombina. Los resultados, tal como se presentan en la Figura 8a, muestran que la trombina induce un
aumento en la fosforilacién de ERK de manera dosis-dependiente. Esta observacion sugiere que la
activacion de ERK por la trombina podria estar facilitando procesos celulares asociados con la respuesta
fibroproliferativa en la retina. La especificidad de la respuesta a la trombina se confirmé mediante el uso

de inhibidores especificos de la trombina, la Hirudina y el PPACK, los cuales efectivamente anularon la
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Figura 8 | La activacion de ERK es especifica de la Trombina y dependiente de la dosis.

a) Activacion de ERK1/2 (pThr202/Tyr204) en células MIO-M1 tras 30 min con trombina (varias dosis, U/mL). b)
La especificidad de activacion se probo con inhibidores de trombina: trombina (2U/mL) solo, con hirudina (4U/mL),
y PPACK (100 nM). Las células no estimuladas (Ctl-) se consideraron 100%, y el suero fetal bovino (FBS 10%)
como Ctl+. Se presentan Western Blots representativos. Los datos, en % respecto al Ctl- (media + SEM; n=3), se
analizaron con prueba t: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001; para trombina: #p < 0.05, ##p <
0.01, ###p < 0.001, ### p < 0.0001.
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fosforilacion de ERK inducida por trombina, como se demuestra en la Figura 8b. Este hallazgo refuerza
la nocion de que la trombina actia como un modulador significativo de las vias de sefializacion que
contribuyen a la patologia retiniana, destacando su relevancia en la mediacion de eventos clave en el

desarrollo de condiciones fibroproliferativas como la VRP.

La trombina activa vias de sefializacion involucradas en la activacionde
ERK1/2.

El producto del proto-oncogene Ras recicla entre su forma unida a GDP (inactiva), y la unidaa GTP
(activa). Esta interaccion esta controlada por los intercambiadores de nucleétidos de guanina(GEFs), que
inducen el intercambio de la forma -GDP a la forma —GTP. El proceso se revierte porla actividad de las

proteinas activadoras de las GTPasas (GAPs). Una vez unido a GTP, Ras reclutaa proteinas efectoras
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Figura 9 | La activacion de ERK es dependiente de MEK e independiente de Ras y Raf. a) La inhibicion de
MEK con U0126 (12.5 a 50 uM) especifica la fosforilacion de ERK1/2 por trombina via MEK. b) La inhibicion
de Ras (20 mM Manumicina A) y Raf no afecta la activacion de ERK por trombina. Se utilizé el valor de 100%
para células no estimuladas (Ctl-) y para suero fetal bovino (FBS 10%) como Ctl+. Se muestran Western Blots
representativos. Se cultivaron 100,000 células MIO-M1/ml hasta el 80% de confluencia, privadas de suero por
24h antes de la estimulacion con trombina tras 30 min de preincubacién con inhibidores. Los analisis por
Western Blot revelaron variaciones porcentuales respecto al control no estimulado (media £ SEM; n=3). La
significancia se evalué mediante prueba t: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001; para control
con trombina: #p < 0.05, etc.; para control con inhibidor farmacolégico: @p < 0.05, etc. Sin diferencias
significativas se indicé con "ns".
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entre las que se cuenta la cinasa Raf, asi como la subunidad catalitica p110 dela PI3 cinasa, asi como

factores que inducen la localizacion de Ras en la membrana plasmaética y la iniciacién de cascadas de

sefializacion que promueven la proliferacion y la supervivencia celular. Se analiz6 el efecto de la

trombina sobre la actividad de las cinasas involucradas en la activacion de la via de sefializacién canonica

de ERK: Ras-Raf-MEK-ERK. Como se muestra en la Figura 9b los resultados demuestran que La

inhibicion farmacoldgica de Ras con Manumicina A y Raf no altera la fosforilacion de ERK inducida

por trombina. Sin embargo, la inhibicion de MEK1/2 con U0126 si resulta en la inhibicién de la

fosforilacion de ERK1/2 como se ve en la Figura 9a.

Activacion de la via de Gi

La fosforilacion de ERK se relaciona con la activacion de
diversas cadenas de sefializacion. Para identificar las vias
involucradas en la activacion de ERK inducida por la trombina en
las células MIOM1 de EPR, se examin0 el efecto del bloqueo de la
proteina G; utilizando toxina pertussis. Esta toxina cataliza la
ribosilacion de ADP de la subunidad o de Gi, impidiendo su
interaccion con con el receptor acoplado en la membrana celular.
Puesto que la subunidad G.i permanece en su estado inactivo, unida
a GDP, es incapazde inhibir la adenilil ciclasa, manteniendo asi
elevados niveles de adenilil ciclasa y AMPc. Los resultados
demuestran que el incremento en la fosforilacion de ERKinducido

por la trombina no se modifica en presencia de la toxina pertussis,
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lo que demuestra que el efecto no depende de Figura 10 | La activacion de ERK es independiente de la

la activacion de Gi.

adenilil ciclasa. FBS (10%) como Ctl+; células no
estimuladas como Ctl-; PTX (100ng/mL); trombina

(2U/mL);  combinacién  PTX  (100ng/mL)+trombina
(2U/mL). Datos en % vs. Ctl- (media + SEM; n=3).

Significancia  por

***n<0.001, ****p<0.0001; "ns" indica no significativo.

prueba t: *p<0.05, **p<0.01,
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Para identificar el papel de la via de Gi2/13 en la activacion de

ERK inducida por la trombina en las células MIOM1 utilizamosel
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inhibidor de la cinasa de Rho Y27632. Como se muestra en lafigura
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esta via no estd involucrada en la activacion de ERK1/2 por
trombina. Inhibicion de Rho quinasa. Y5, inhibidor de ROCK
Y27632,5 mM; Y10, Y27632, 10 mM.

Figura 11| La activacion de ERK es independiente de la cinasa de Rho.
FBS al 10% como Ctl+; no estimuladas como Ctl-; Y27632 (inhibidor
ROCK) a 10uM; trombina 2U/mL; combinaciones de Y27632 (5uM, PERK
10uM) con trombina (2U/mL). Datos en % vs. Ctl- (media + SEM; n=3). grk
Significancia  por  t-test: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001,

**xxn<(),0001; "ns" para no significativo. ”. fraciina

Activacion de la via de Gq.

La sefializacion de la via de Gq involucra la activacion de las isoformas de la PKC. Es por esto que
para evaluar la activacién de esta via utilizamos Ro32-0432, inhibidor de las isoformas convencionales

de la PKC, y el pseudo-sustrato inhibidor de la PKC-£.Como _ [ =

se observa en la Figura 12, Ro32-0432 no tiene un efecto, lo T T

w
=4
4

que descarta la activacion de la via de Gq.Por otra parte, el

pseudo-sustrato inhibidor de la PKC-{ abate completamente

la fosforilacion de ERK1/2, lo que lo identifica como un

Fosforilacion de ERK
(% con respecto al control -)

activador de esta via.

Figura 12 | La activacion de ERK es independiente de las
isoformas convencionales de la PKC, pero dependiente de

] 2 * O > v V
PKC-¢ FBS (10%) y DMSO (0.01%) usados como controles ‘gg’ & F & &»"’ &
positivo y de excipiente, respectivamente. Células no OQ\@‘ ¥ " s«-" Q.‘*"
estimuladas como control negativo. Se evalué la activacion de s <Y <*

PKC usando R032-0432 (10mM) para isoformas
convencionales y PsSPKC-{ (25mM) para PKC-, con y sin
estimulacion por trombina (2U/mL). La significancia se
determind mediante prueba t, indicada como: *p<0.05,

- p=00L Tp<000L <0001 s indica N0 g acin, |- -
sianificativo. ‘
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Activacion de laviade py vy

Las subunidades By y de las proteinas G triméricas activan

principalmente a la PI3K; es por estoque para evaluar el

1500'

efecto de esta via utilizamos la wortmannina y LY294002.
Como se observa en la Figura 13, estos compuestos no

tienen un efecto sobre la activacion de ERK1/2, lo que

Fosforilacion de ERK
(% con respecto al control -)
3
S

descarta la activacion por esta via.

Figura 13| La activacion de ERK es independiente de la P13K.
FBS, suero fetal bovino 10% como Ctl+; células no estimuladas Q
como Ctl-; trombina (2U/mL); inhibidor de PI3K,
LY294002(10mM)+trombina (2U/mL); inhibidor de PI3K,
wortmanina (100 mM) )+trombina (2U/mL). Significancia
determinada por pruebat independiente: *p < 0.05, **p < 0.01,
***p < 0.001, **** p<0.0001. Sin diferencias significativas:
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Figura 14 | Mapeo detallado de las

cascadas de sefalizacion
analizadas en esta tesis: Trombina
con el receptor PAR activa

multiples vias de sefializacién a
través de proteinas G. Se resalta la
importancia de PKC-{ en Ila
activacion de la cascada de las MAP
quinasas (ERK 1/2) mediante una
flecha verde que indica como su
inhibicion o la de MEK bloquea la
activacion de ERK. Esto sugiere
que PKC-( es crucial en esta ruta.
La figura también muestra marcas
de inhibicién (cruces rojas) sobre
los componentes de las vias,
revelando los efectos de inhibidores
especificos y ayudando a entender
la compleja red de sefalizacion y
los componentes clave en la
activacion de ERK
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7. DISCUSION

Los padecimientos proliferativos que generan ceguera son una causa importante del fracaso de las
cirugias para reparar el desprendimiento de retina. La patogénesis de estos padecimientos que incluyen
la VRP, involucra a distintos tipos celulares de la retina. De manera importante, el EPR, asi como a las
celulas de glia de Muller juegan un papel importante en el desarrollo de estos padecimientos que
provocan la pérdida total o parcial de la funcién visual.

Las células de Muller son el principal tipo de glia en la retina de los vertebrados y juegan un papel
determinante en su mantenimiento y homeostasis. En condiciones patoldgicas, se ha descrito la
“activacion” de las células de Miller como consecuencia de diversas alteraciones de la retina como
trauma, desprendimiento, isquemia o uveitis. Esta reaccion denominada “gliosis” se caracteriza porla
promocion de la proliferacion de la glia, acompafiada de respuestas generalizadas como el incremento
de la expresion de la proteina acida fibrilar de la glia (GFAP), asi como la activacion devias especificas
de sefializacion intracelular, entre las que se cuenta la activacion de las cinasas activadas por mitdgeno
(MAPK/ERK) (Nakazawa et al., 2007). Finalmente, la hipertrofia de las células de Miiller hacia la
superficie de la retina desprendida y su continua proliferacion contribuye, junto con las células
transformadas del EPR, a la formacion de membranas celulares sobre ambassuperficies de la retina, cuya
contraccion provoca el re-desprendimiento de esta, y el desarrollode patologias proliferativas que inducen
ceguera (Eastlake et al., 2016).

La VRP representa un desafio significativo en la oftalmologia, particularmente debido a su capacidad
para inducir ceguera tras el fallo de cirugias de reparacion de desprendimiento de retina. La complejidad
de esta enfermedad radica en su multifactorialidad, involucrando una diversidad de células retinianas,
incluyendo el epitelio pigmentario de la retina (EPR) y las células de glia de Midiller. En esta tesis
profundizamos en la comprensién de los mecanismos patogénicos de la VRP, con un enfoque particular
en el papel de la trombina y su influencia sobre la activacion de las células de Miiller, elemento critico

aun subestudiado en la literatura existente

En condiciones patologicas, la alteracion de la barrera hematorretiniana expone a la retina a
numerosos factores contenidos en el suero sanguineo entre los que se cuentan neurotransmisores,
factores de transcripcion, factores de crecimiento, moduladores, y de manera predominante, la trombina.

La trombina es una proteasa de serina/treonina que juega un papel esencial en el procesode coagulacion
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sanguinea. Ademas de su funcion en la coagulacion, la trombina promueve la proliferacion celular a
través de la activacion proteolitica de los “receptores activados por proteasa” (PARs), acoplados a
proteinas G. La activacion de PARL, el prototipo de esta familia induce la disminucion del nivel de
AMPc mediado por la proteina Gi, el incremento de la concentracion de Ca?* intracelular mediado por
la proteina Gq, y la activacion de la GTPasa monomérica Rho, mediada por las proteinas Gizis
(Coughlin, 2000; Ossovskaya & Bunnett, 2004).

En estudios previos se ha demostrado que las células del EPR son el componente celular mayoritario
de las membranas epirretinales contractiles, y responden in vitro a la estimulacion por trombina. En el
EPR, la activacion de PAR1 induce la proliferacion celular a través de la activacion de la via de
sefializacion de ERK1/2. Si bien los mecanismos moleculares de accién de la trombina en las células de
glia de Midller son similares a los descritos en los astrocitos del SNC, las vias de sefializacion
involucradas en la activacion de estas se desconocen en gran medida. El objetivo del presente estudio
fue analizar el efecto de la trombina sobre la activacion de la via de sefializacion formada por la via
canonica de Ras-Raf-MEK-ERK en las células de Muller como consecuencia de la activacion de los

PARs inducida por Trombina.

La sefializacion a través de las cinasas de proteina activadas por mitdgeno (MAPKS) son cruciales en
el proceso de proliferacién celular. En nuestro laboratorio, se ha demostrado que la trombina incrementa
significativamente la fosforilacion de ERK1/2 a partir de los 5 minutos incluso hasta 4 horas de
exposicion (datos no mostrados). Este efecto también se observa en los resultados con concentraciones
bajas de trombina, en el rango de 0.1 a 2 unidades por mL. Cabe destacar que, en el cuerpo humano, tras
una lesidn, latrombina se produce a consecuencia de la cascada de coagulacion a partir de la protrombina
y se mantiene en niveles basales bajos hasta que se produce una herida. Para este estudio, seleccionamos
2 unidades de trombina, en linea con experimentos sobre EPR en nuestro laboratorio, estandar
comunmente aceptado en investigaciones de coagulacion y exposicion a la trombina. El analisis de las
vias de sefializacion intracelular activadas por la estimulacion de los PARs demostrd que la inhibicion
de la adenilil ciclasa o el bloqueo de la via de la cinasa de Rho/ROCK no modificé la fosforilacion de
ERK inducida por 2Ude trombina. Este resultado descarta la participacion de estas vias en el efecto de

la trombina.

La via de sefializacion candnica por MEK/ERK requiere la activacion de la GTPasa monomérica Ras
y la subsecuente activacion de la cinasa de serina/treonina Raf-1 que, a su vez, activa a MEK- ERK1/2
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(Chang & Karin, 2001; Cargnello & Roux, 2011). En congruencia con nuestros estudios previos en
celulas del epitelio pigmentado de la retina (Palma-Nicoléas et al., 2010), los resultados del presente
estudio demuestran que el incremento de la fosforilacién de ERKinducido por trombina en células de
Muller de la retina humana (MIOM1) no se inhibe por la manumicina, que impide el anclaje a la
membrana y la activacion de Ras. Al respecto, en contrastecon la fosforilacion no-canénica de ERK1/2
que es independiente de Ras y dependiente de las isoformas clésicas- y —nuevas de la PKC en células
del EPR y del epitelio intestinal, nuestros resultados demuestran que la activacion de ERK inducida por
trombina en las células de Muller norequiere la actividad de las isoformas c/n de la PKC, y depende de
la activacion de la PKC atipica PKC-C. Dado que la via GBy/PI3K activa a la PKC-¢, se examind el
efecto de la inhibicion de la PI3K sobre la fosforilacion de ERK inducida por la trombina. A diferencia
de los resultados obtenidos en células del EPR (Parrales, A. et al. 2010), en las que la fosforilacion de
ERK requiere la actividad de PI3BK/PKC-(, la fosforilacion de ERK1/2 por la trombina en la glia de
Miiller no requiere la actividad de la PI3K. Como un mecanismo alternativo, la activacion de MEK/ERK
podria estar mediada por la activacion de Raf por la PKC-{. Sin embargo, esta via se descartd también
ya que la inhibicion de Raf no tiene un efecto sobre la activacion de ERK1/2.

Es primordial reconocer gue, aunque nuestros hallazgos proporcionan una base sélida sobre el papel
crucial de la trombina en la activacion de las células de Miiller, debemos admitir las limitaciones
inherentes al alcance de nuestro estudio. La complejidad en la patogénesis de la VRP subraya una red
intrincada de interacciones entre diversos factores y tipos celulares, lo cual pone de manifiesto la
importancia de adoptar enfoques experimentales mas amplios. Esto incluye la aplicacion de técnicas que
superen los limites del western blot, tanto in vitro como in vivo, con el fin de desentrafiar con mayor
precision las interacciones celulares y moleculares implicadas. Asi, es imprescindible que futuras
investigaciones se enfoquen en esclarecer estas vias de sefializacion alternativas activadas por la
trombina, asi como su influencia en el desarrollo de membranas epirretinianas contractiles, un factor
determinante en la evolucion hacia la ceguera en pacientes con VRP. En un giro sorprendente y contrario
a nuestras expectativas iniciales, hemos observado que la fosforilacion de ERK1/2, inducida por la
trombina, no se ve comprometida por la inhibicion de las vias de sefializacion tradicionalmente asociadas
con este proceso como la via de PI3K, segun se discute en nuestra investigacion. En cambio, hemos
descubierto que esta fosforilacion se modula a través de una ruta alternativa no convencional,
especificamente por PKC- (. Este hallazgo subraya la complejidad de los mecanismos de sefializacion

involucrados.
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A través de nuestro estudio, hemos demostrado que la trombina, conocida por su papel crucial en la
coagulaciéon sanguinea, ejerce una influencia significativa en la proliferacion celular mediante la
activacion de los receptores activados por proteasa (PARs). La importancia de este mecanismo se
evidencia en la activacion de la via de sefializacion de ERK1/2 en células de Muller, lo que sugiere un

vinculo especifico a través de la PKC- { entre la trombina y la patogénesis de la VRP.

8. CONCLUSION

Este estudio ha demostrado que la trombina juega un papel crucial en la activacion de la via de
sefializacion ERK1/2 en las células de glia de Miller, mediante un mecanismo alternativo que involucra
la activacion de PKC-(, desmarcandose de las vias tradicionales asociadas con este proceso. A diferencia
de lo observado en otras células retinianas, como las del EPR, donde la fosforilacion de ERK1/2 depende
de la activacion de PI13K, nuestros hallazgos indican que en las células de Muller, la trombina induce la
activacion de ERK1/2 a través de un camino distintivo y no convencional. Este descubrimiento subraya
la complejidad de los mecanismos de sefializacion celular y su especificidad dependiendo del contexto

celular y patologico.

Ademas, los resultados obtenidos enfatizan la importancia de la trombina en procesos celulares
criticos que contribuyen a la patogénesis de enfermedades proliferativas retinianas, como la VRP. La
identificacion de PKC-( como un mediador clave en la respuesta de las células de Miiller a la trombina
abre nuevas perspectivas para el desarrollo de terapias dirigidas, que podrian mitigar o prevenir la

progresion de patologias retinianas asociadas a la proliferacion y migracion celular anormal.

El conocimiento adquirido a través de este estudio contribuye significativamente a nuestra
comprension de la biologia celular retiniana y sus implicaciones en la salud visual. Destaca la necesidad
de continuar explorando las vias de sefializacion alternativas y sus roles en distintos contextos
patoldgicos, con el objetivo de identificar dianas terapéuticas potenciales. La elucidacion de estos
mecanismos no solo profundiza nuestro entendimiento de las enfermedades retinianas, sino que también
pavimenta el camino hacia intervenciones clinicas mas efectivas. En conclusion, este estudio resalta la
capacidad de la trombina para activar ERK1/2 en las células de glia de Miiller a traves de PKC-{, un
mecanismo importante para la patogénesis de la VRP, ofreciendo un nuevo enfoque para la investigacion

y tratamiento de enfermedades retinianas proliferativas.
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