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Resumen

La vitreorretinopatia proliferativa (VRP) es una enfermedad que se caracteriza por la proliferacién
y migraciéon anormal de las células del epitelio pigmentado de la retina (EPR), células gliales de
Miiller, fibroblastos, linfocitos, microglia y macréfagos. La migracion y proliferacion de éstas deriva
en la formacién de membranas contractiles epirretinales que tensan a la retina, lo que provoca su
desprendimiento parcial o total, segin el estadio de desarrollo de la enfermedad. La VRP puede
ser causada por el desprendimiento regmatdgeno de la retina, intervenciones quirtirgicas en este
tejido o traumatismos oculares. Aunque la causa especifica de la VRP no se conoce, se sabe que
su desarrollo esta relacionado con el dano tisular retiniano y, de manera muy estrecha, con el
rompimiento de la barrera hematorretiniana (factores comunes en los traumatismos y las cirugias
oculares). De esta manera, la VRP surge como una respuesta de reparacion tisular (wound-healing
response), estimulada en exceso y de adaptacion deficiente.

Cuando la barrera hematorretiniana se rompe, se altera el intercambio metabdlico selectivo
que impide que ingrese cualquier componente exdégeno a la retina. Esto, permite que diversas
sustancias del suero sanguineo entren en contacto con la retina. Se sabe que la actividad de la
trombina aumenta significativamente en los pacientes que sufren de VRP. La trombina es una
proteasa de serina presente en el suero sanguineo que desempena un papel fundamental en la
cascada de coagulacién. Ademads, la trombina estimula un gran nimero de respuestas celulares
mediante la activacién de los receptores activados por proteasas (PAR 1-4), una familia de cuatro
GPCRs (receptores acoplados a la proteina G) activados por protedlisis de su extremo amino
terminal. En el sistema nervioso, PAR1 promueve la proliferacién de astrocitos a través de la
activacién de las cinasas de la proteina C (PKCs) y de la via de la cinasa de la proteina activada
por mitégeno (MAPK). Atn no se ha explorado si las células gliales de Miiller en la retina, como
sucede con los astrocitos en el resto del sistema nervioso, responden fisiologicamente a la presencia
de la trombina.

En este trabajo se demuestra que las células de la linea celular de glia de Miiller humana,
MIO-M1, expresan a los cuatro subtipos de los PARs. También se demuestra que la trombina, una
proteasa de serina/treonina presente en el suero sanguineo, estimula la proliferacién de las células
MIO-M1, a través de la activacion de los PARs. Aunque la proliferacion causada por la trombina

es muy clara, la trombina no estimula la migracién en estas células.
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Experimentos previos indican que la trombina también provoca la proliferacién, la migracién y
la transicion epitelio mesénquima en el EPR. Tomando todos estos datos en consideracion, es razo-
nable afirmar que la trombina es un factor clave en el desarrollo de la VRP, dado que afecta a las
poblaciones celulares mas abundantes que componen las membranas epirretinales caracteristicas

de esta enfermedad.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1 Anatomia del ojo

En los seres humanos, el 30% de las senales sensoriales que llegan al cerebro provienen de la retina.
Estas senales se asocian con funciones neuronales complejas relacionadas con el comportamiento,
el aprendizaje, la memoria y las emociones ( , ). La retina es, por lo tanto, un
componente del sistema visual fundamental y, tanto su fisiologia como las patologias de este tejido,
son de especial interés. Es imprescindible, también, entender a las enfermedades de la retina en el
contexto anatémico y fisiolégico ocular. A continuacion se da una breve descripcion anatémica del
ojo.

El ojo es un 6rgano sensorial complejo en el que un sistema de lentes (medios refrigerentes) hace
incidir la imagen de los objetos sobre un mosaico de fotorreceptores de la retina. Se distinguen
dos compartimentos en el ojo, la cdmara anterior y el globo ocular, separados por el cristalino,
el ligamento anular, la zénula de Zinn y el cuerpo ciliar. La cubierta externa del globo ocular
es la esclerdtica, que en su region anterior se modifica y da lugar a la cornea, a través de la
cual, penetran los rayos luminosos al ojo. En posicién interna respecto de la esclera se localiza la
coroides, un estrato conectivo altamente vascularizado y pigmentado. El epitelio pigmentado de la
retina (EPR) recubre la superficie interna de la coroides. El EPR es un epitelio simple, compuesto
por una membrana basal (la membrana de Bruch), que pertenece y forma el limite interno de la
coroides, y del estrato simple de células cuboidales, que pertenecen a la retina no neural. Situada
internamente y en continuidad con respecto al EPR, se encuentra la retina neural, una serie de
estratos celulares que contiene a las células receptoras, interneuronas y células ganglionares. La
Y )'

En la camara anterior se ubican el cristalino, la coroides y la cornea. El cristalino es una lente

retina recubre sélo los dos tercios internos y posteriores de la coroides (

transparente sostenida por el ligamento lenticular, el cual se enlaza a un engrosamiento anterior

de la coroides, llamado cuerpo ciliar, que contiene fibras musculares circulares y longitudinales
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ancladas en el borde entre la esclerdtica y la cornea. La cara anterior del cristalino esta recubierta
por la porcién colorida del ojo, el iris, cuyas fibras musculares circulares y radiales contraen o
dilatan la pupila, respectivamente, para controlar la cantidad de luz que incide en la retina. El
espacio entre el cristalino y la retina contiene un gel transparente llamado vitreo o humor vitreo,
mientras que la cAmara anterior del ojo contiene el humor acuoso, el cual procede del cuerpo ciliar

por difusién y transporte activo (L.opez-Colomeé, 2005).

Estructura del ojo

Cornea .
Esclerdtica
Iris
Coroides
Nervio dptico
Pupila
Camara
anterior
Cristalino

Cuerpociliar AN y

". 3
e =4
1 T
"""-a.._\_____' .

Cuerpo vitreo

Porcion anterior Porcion posterior

Figura 1.1: El ojo es un érgano compuesto por varios tejidos. La retina es una capa de tejido que reviste interna-
mente el globo ocular, localizada entre la coroides y el cuerpo vitreo. (Imagen modificada tomada de (Eroschenko,

2013))

1.2 Histologia de la retina

La retina es la porcién fotosensible del ojo que contiene a los fotorreceptores: los conos (respon-
sables de la vision del color) y los bastones (principales responsables de la visién en la oscuridad).
Cuando la luz excita a los conos y a los bastones, la senal se transmite a través de una sucesién de
neuronas en la retina y, finalmente, a través del nervio éptico, hasta la corteza cerebral. La retina

es un tejido estratificado que incluye diez capas : 1. El epitelio pigmentado de la retina (EPR) 2. La
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capa que contiene los segmentos externos de los fotorreceptores (capa de fotorreceptores) 3. La
membrana limitante externa 4. La capa nuclear externa, que contiene los cuerpos celulares de los
fotorreceptores. 5. La capa plexiforme (sindptica) externa. 6. La capa nuclear interna 7. La capa
plexiforme interna 8. La capa de células ganglionares 9. La capa de fibras del nervio 6ptico 10. La
membrana limitante interna (Figura 1.2). Las capas 2 a 8 forman la retina neural. Ademads de los
fotorreceptores, en la retina existen cinco tipos de neuronas: las células bipolares, las ganglionares,
las horizontales y las amacrinas. Las células bipolares hacen sinapsis con los fotorreceptores en
la capa plexiforme externa, y con las ganglionares en la capa plexiforme interna (Lopez-Colome,
2005).

1 Figura 1.2: La retina es un tejido
estratificado compuesto por diez

2 capas: 1 el epitelio pigmentado de
la retina (EPR), 2 la capa de fo-

3 torreceptores, 3 la membrana limi-

tante externa, 4 la capa nuclear ex-

)
1) terna, 5 la capa plexiforme exter-

Célula horizontal

_)Q E J Q U ) -5 na, 6 la capa nuclear interna, 7 la
O capa plexiforme interna, 8 la capa

de células ganglionares, 9 la capa
ol j 1 A 1
ipolar -6 de fibras del nervio 6ptico y 10 la
Célula gliﬂ@ Célula amacrina membrana limitante interna. Cada
\ £y Jde miile ! célula glial de Miiller atraviesa ca-
a7 m ' si todas los estratos que componen
) Lj ) (_]ﬂ 7 la retina (3-10) e interactiia con to-
M - ' ,
&{% W dos los tipos de neuronas retina-

les formando, de cada uno de es-

Célula ganglionar tos conjuntos, unidades funciona-
-8 les. (Figura modificada de (Gold-
‘g -9 man, 2014)).
-10

Los axones de las células ganglionares forman el nervio 6ptico, el cual conduce los impulsos hacia
centros superiores de integracién. Las células horizontales hacen sinapsis con los fotorreceptores y
los interconectan en la capa sinaptica externa, mientras que las amacrinas conectan a las células
bipolares y ganglionares, no poseen axones y sus neuritas establecen conexiones presinapticas y

postsindpticas con las neuronas circundantes (Lopez-Colomé, 2005).

Ademas de las neuronas, la retina contiene células gliales llamadas glia radial de Miiller que
atraviesan la retina en todo su espesor y se ramifican extensamente en las capas plexiformes, en
donde envuelven a los contactos sinapticos. Los procesos de estas células forman la membrana

limitante interna en la superficie interna de la retina, y la membrana limitante externa en la capa
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de los fotorreceptores ( , ).

De manera andloga a la barrera hematoencefalica en el sistema nervioso central (SNC), la retina
posee una barrera fisiolégica, la barrera hematorretineana (BHR), que limita el flujo directo de las
sustancias del suero sanguineo hacia los intersticios celulares de la retina neural . Esta barrera esta

constituida por los endotelios capilares de la retina, el EPR, la células gliales de Miiller y astrocitos
fibrosos ( , ).

1.3 La glia de Miiller

1.3.1 Las células gliales de la retina

En los seres humanos, la retina esta compuesta por tres tipos de células gliales: la microglia,
los astrocitos y las células gliales de Miiller (o glia de Miiller) ( : ). Aunque estas
células tienen origenes embrionarios distintos y funciones especificas en la retina, todas contribu-
yen al mantemiento de la homeostasis retinal, tal como sucede en el resto del sistema nervioso
(SN). En las ultimas décadas, se ha revelado que, en ciertas condiciones, algunas células gliales
pueden convertirse en progenitores pluripotenciales, capaces de regenerar varios tipos de neuronas
( , : , : , ). Més all4 de la indispensable funcién
reguladora y de mantenimiento de la glia, se sabe que, eventualmente, puede generar dano cuando
algin agente nocivo provoca su reactivacién y ocasiona que pierda su principal funcion. Es en este
momento cuando la glia se convierte en un elemento patogénico primario ( , ).

Las células de la microglia estan ampliamente distribuidas por todo el SNC. Tienen un soma
pequeno rodeado de esbeltos procesos citoplasmaticos, que constantemente se mueven y sondean
el microambiente circundante ( , ). Estas células nerviosas son las tinicas que no
derivan, durante la embriogénesis, del neuroepitelio, sino del mesodermo. Ante el dafio nervioso,
la microglia es la primera linea de respuesta inmune de la retina y son fundamentales durante la
iniciaciéon de procesos inflamatorios y de reparacion tisular ( , ).

Los astrocitos y la glia de Miiller son dos tipos de células macrogliales que derivan de las
células neuroepiteliales embrionarias ( , ). La macroglia tiene mecanismos
de senalizacién intrinsecos, como la difusion de corrientes de calcio, que estan correlacionadas con
la liberacién de glutamato. Lo anterior, tiene una funcién muy importante en la defensa inmune,
en la angiogénesis y la neuroproteccion ( , ). Aunque no es el caso de las células
gliales de Miiller, que son exclusivas de la retina, los astrocitos estan presentes, también, en el
resto del sistema nervioso ( , ). En la retina, los astrocitos estén

confinados, de manera casi exclusiva, a las zonas mas internas, proximas a la membrana limitante

interna (MLI), en donde proveen metabolitos neurotréficos, soporte estructural y contribuyen al
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mantenimiento de la barrera hematorretiniana ( , ). Los astrocitos permanecen
quiescentes (esto es, con funciones regulares) en la retina, hasta que son reactivados por ciertos
estimulos (por ejemplo, aumento en la presién intraocular, excitoxicidad o isquemia retinal), en

cuyo caso, cambia el comportamiento celular (véase mas adelante, gliosis reactiva).

1.3.2 Morfologia

Con respecto a las demas células gliales de la retina, la glia de Miiller es la predominante y, por lo
tanto, la que demanda mayor atencién en las patologias retinales. E1 90% de la glia total en la retina
son células de Miiller ( , ). Ademéds, mientras que los astrocitos estan localizados
unicamente en la capa de células ganglionares (CCG) y la capa de fibras del nervio éptico (CFNO),
la glia de Miiller se ubica a lo largo de todas las capas de la retina neural, desde la MLI, hasta
la membrana limitante externa (MLE) ( : ). Los cuerpos de la glia
de Miiller se encuentran en la capa nuclear interna (CNI), desde donde emergen dos proyecciones
citoplasmaticas oblongas en direcciones opuestas. El limite de una de estas proyecciones que se
extiende internamente tiene forma de embudo y se conoce como pie terminal (endfoot). El conjunto
de los pies terminales forman la MLI. La proyeccién contraria se extiende externamente hasta la
MLE; ahi, las puntas de cada proyeccion terminan en microvellosidades que envuelven los segmentos
internos de los fotorreceptores. La glia de Miiller presenta procesos laterales que se extienden hacia
las capas plexiformes (la capa plexiforme interna (CPI) y la capa plexiforme externa (CPE)), en
donde forman vainas muy elaboradas alrededor de las sinapsis neuronales, y presenta procesos que
se extienden también hacia las capas nucleares (la CNI y la capa nuclear externa (CNE)), en donde
envuelven a cada pericariéon neuronal (Figura 1.2)( : ). Este tipo de
comunicacion intercelular, de las células gliales de Miiller con el resto de las neuronas de la retina,
ocurre en columnas célulares que cruzan todas las capas de la retina, en las que cada célula de
Miiller es el pilar que sostiene y se comunica con un cono, diez bastones, hasta seis neuronas de la
CNI y hasta dos celulas ganglionares ( , ). Estas columnas celulares
constituyen la unidad minima funcional de procesamiento de informaciéon por retroalimentacién

en la retina ( : ).

1.3.3 Funcion

Como se menciond, las columnas celulares de la retina, de las cuales, la glia de Miiller es
el ntcleo, son las unidades funcionales de procesamiento de la informacién 6ptica que la retina
recibe ( , ). Ademas, a cada célula de Miiller le corresponde cierto
espacio intercelular y un conjunto de células al que constantemente sondea, procura el equilibrio

homeostatico y provee de precursores metabdlicos. Las funciones que la glia de Miiller desempena
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son las siguientes:

o« Mantener la cohesién y la forma estructural de la retina. La glia de Miiller es el
principal soporte estructural de las columnas celulares de la retina; sostiene a las neuronas

y a los capilares de la retina, como si se tratara de un andamio( ,

).

e Suministrar de precursores metabdlicos a las neuronas de la retina. A manera de
un intercambio molecular entre cada célula de Miiller y las neuronas a las que esta asociada,
la glia de Miiller provee de metabolitos y precursores de neurotransmisores, a la vez que

libera de desechos metabdlicos a las células adyacentes ( , ).

* Regular el espacio intersticial La actividad neuronal esta asociada con alteraciones en el
volumen de los intersticios celulares neuronales. Esto ocurre por el flujo continuo de iones a
través de los receptores ionotrépicos de las neuronas que, eventualmente, modifican la osmo-
laridad del medio extracelular. La glia de Miiller modifica la longitud y grosor de sus procesos
celulares, por un lado y, secreta iones de potasio y de cloro para compensar decrementos en

la osmolaridad del medio, por el otro ( , ).

e Drenar y mantener niveles adecuados de agua intersticial El agua suele acumularse
en el intersticio retinal por el transporte activo de la glucosa y el metabolismo oxidativo
de este mismo glucido. El agua es evacuada de la retina hacia la circulacién sanguinea, el
espacio coroideo y la camara vitrea, por transporte transmembranal, mediante acuaporinas
de las células de Miiller ( : ).

e Contribuir al mantenimiento de la integridad de la BHR Las células de Miiller y
los astrocitos forman la BHR interna. Esta barrera fisiolégica tiene mayor distribucién en la
retina que la BHR externa, compuesta por el EPR, la membrana de Bruch y los endotelios
capilares asociados. La BHR interna esta formada por las células endoteliales de los capilares
sanguineos distribuidos en la retina y los procesos celulares de la macroglia que envuelven
a estos. Las células de Miiller, por tanto, son un filtro adicional de la BHR interna. Estas
células evitan que cualquier sustancia que pueda alterar el delicado equilibrio homeostatico

ingrese en la retina ( ) ).

e Modular las respuestas inflamatorias e inmunes Cuando ocurre algtin tipo de dafio en
la retina, la microglia es la primera en reaccionar frente a este. Estas células son las primeras
en reclutar a los mecanismos de inflamaciéon e inmunolégicos necesarios para responder ante
los danos generados. Aunque la glia de Miiller son las ultimas células en responder, tienen

receptores capaces de reconocer patogenos (los receptores Toll-like (TLR)), y en consecuencia,
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secretan citocinas y quimiocinas que provocan la inflamacién, péptidos antimicrobianos y

factores de crecimiento neuroprotectivos ( ; ).

o Alterar directamente la funcion neuronal A través de la liberacion de gliotransmisores
y otras sustancias neuroactivas, las células de Miiller pueden modificar los potenciales de
accion que las neuronas generan. El glutamato es uno de estos gliotransmisores que, ademas
de ser metabolizado por la glia de Miiller para el suministro neuronal, es secretado para

afectar de manera directa la actividad sindptica neuronal ( , ).

e Conducir la luz a través del entramado de las capas retinales hasta los fotorre-
ceptores. La organizacion estructural de las columnas celulares, ademas, permite que cada
célula de Miiller tenga la funcién de un conductor de luz, como si esta fuera un cable de fibra
Optica. De esta manera, la luz que entra en la cAmara vitrea es encauzada, desde los pies
terminales, que funcionan como colectores féticos, a lo largo de ambas proyecciones célulares,
hasta llegar a los procesos celulares de los fotorreceptores, evitando que la luz sea bloqueada

en las capas nucleares y plexiformes por dispersién 6ptica ( , ).

« Regenerar los fotopigmentos necesarios en la transduccién de las senales lumino-
sas La funciéon mas elemental de los fotorreceptores, la transducciéon de los estimulos épticos
en senales bioquimicas, esta intimamente relacionada con la glia de Miiller. El proceso de
fototransduccion en los fotorreceptores implica la conversiéon de 11-cis retinal en holo-trans
retinal por un estimulo 6ptico. La disponibilidad de 11-cis retinal depende de dos ciclos de
regeneracion independientes que parten de la conversion de holo-trans retinal en holo-trans
retinol, en los mismos fotorreceptores. El holo-trans retinol que proviene de los fotorrecepto-
res es reciclado para generar 11-cisretinal. Esto iltimo ocurre en el epitelio pigmentado de
la retina (EPR) y en la glia de Miiller. El 11-¢is retinal generado en el EPR es enviado a los
bastones, mientras que el 11-cis retinal que generan las células gliales de Miiller se destina a

los conos ( : ).

1.3.4 Patologias asociadas con las células gliales de Miiller

La retina debe mantenerse completamente extendida y unida a la capa coroidea, para lograr
que la percepcién luminosa sea nitida. La deformacion de la retina es reconocida por las células
gliales de Miiller, las cuales, responden induciendo vias de senalizaciéon mediadas por la activacién
de calcio, la activacién de ERK1/2 y el aumento de la expresion de c-FOS y bFGF (

, ). Las membranas epirretinales que surgen en algunas enfermedades proliferativas pueden

provocar la respuesta anterior en las células de Miiller. Las fibras vitreas que se se adhieren a

los pies terminales de las células de Miiller, durante la tracciéon inducida por el desprendimiento
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de la retina, también provocan su reactivacion. La reactivacion de estas células se traduce en la

proliferacién e hipertrofia y, en ciertos casos, en fuga vascular (Reichenbach v Bringmann, 2012).

Lo anterior sugiere que, si bien es incuestionable la importancia de la células gliales de Miiller
para combatir los desequilibrios homeostaticos y los danos en la retina, existe un umbral en el que
estas células dejan de mitigar y tratar de revertir el dafio para convertirse en un factor patolégico
primario (Reichenbach v Bringmann, 2012). Esto ocurre a partir de la reactivacién glial, o también
llamada gliosis reactiva. En principio, esta es una respuesta normal de la glia para combatir el dano
en el SN. Sin embargo, esta respuesta tiene un lado negativo en el tejido que deberia reparar cuando,
al parecer, pierde el control de su actividad durante la reactivacion. En particular, la proliferacién
exacerbada de la glia de Miiller es una respuesta de gliosis reactiva que tiene efectos adversos en
la retina. Cuando esto ocurre, se pierde la estrecha y delicada interaccién simbidtica entre glia y

neuronas.

(a)

Figura 1.3: La organizacién de la retina estd definida por el sistema estratificado de las células nerviosas, sus
cuerpos, proyecciones y las uniones entre estos. (a) Cada célula de Miiller se extiende a lo largo de todos los
estratos retinianos, interactia, regula la funcién de las neuronas contiguas y les proporciona soporte estructural y
metabdlico. (b) Microfotografia de un cultivo de la linea de células gliales de Miiller, MIO-M1. (Las imédgenes son
cortesia del acervo digital de la Dra. Lépez Colomé). M: célula glial de Miiller ; R: bastén; C: cono; B: célula bipolar;

H: célula horizontal; I: célula interplexiforme; A: célua amacrina; G: célula ganglionar
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1.3.5 Gliosis

El dafio en el tejido del sistema nervioso provoca la activaciéon de respuestas fisiologicas en
las células circundantes a la herida que, probablemente, surjan como mecanismos de reparacién
y mitigacién del dano. En el sistema nervioso, el comportamiento de las células gliales que estan
proximas a una herida puede cambiar por el estimulo que el dafio genera y, cuando esto ocurre,
se dice que la glia ha sido reactivada ( , ; , ). Se piensa
que, en principio, este es un intento de la glia por detener el avance del dano tisular, promover
la reparacion y restringir la remodelacién del tejido ( , ). La gliosis
en astrocitos (astrogliosis) y la gliosis en la microglia (microgliosis) han sido las mejor estudiadas
por la ubicuidad de estas células en el sistema nervioso. No obstante, se ha documentado también
la reactivacién de la glia NG2 (células progenitoras de oligodendrocitos positivas a NG2) y la
glia de Miiller cuando se generan danos en aquellos tejidos de los que éstas células forman parte
( , : , : , ). En general, durante la
gliosis las células pueden adoptar cambios morfoldgicos, como la hipertrofia, o fisiol6gicos, como la
migracion y la proliferacion, aunque, el tipo de respuestas en particular, depende del tipo celular
y la intensidad del estimulo ( : ).

La microglia es la primera linea de defensa en reactivarse en respuesta al dano nervioso (

, ). Cuando esto ocurre, la microglia migra a la zona de dafio e inicia las posterio-
res reacciones gliales e inmunes ( , ). Ademas, la microgliosis se distingue por el
aumento en la tasa de proliferacion de la microglia, el repliegue de sus procesos citoplasméticos,
la alteracion de los marcadores de membrana, la hipertrofia y la adopcién de fenotipos celulares
ameboides ( , ). En el cerebro, las dltimas células en activarse son los astrocitos.
Estos presentan cambios drasticos en su morfologia, expresion genética y funcién ( ,

). Recientemente, se ha documentado que la glia NG2 es reactivada cuando ésta es estimulada
por dano nervioso. Cuando estés células son reactivadas, migran hacia el sitio de la herida nerviosa,
proliferan y, ademas, algo que es particular de esta glia, son capaces de regenerar oligodendrocitos
( | 2014).

En modelos experimentales in vivo, que consisten en cirugias de desprendimiento de la retina
en conejos y gatos para su evaluacién histolégica y molecular, a distintos intervalos de tiempo, la
gliosis en células de Miiller ha sido observada pocos dias después del desprendimiento de la retina
( , ). Experimentos similares han demostrado que la severidad del dano causado
por la gliosis es proporcional al tiempo en el cual la retina permanece desprendida (

, ; , ). Como ya se ha mencionado, en la retina, la poblacién de células
macrogliales esta principalmente compuesta por la glia de Miiller y, en menor medida, por astrocitos
fibrosos. Es por esta razon que, en la retina, el interés de la gliosis reactiva se concentre en las

células gliales de Miiller. Se sabe que en las células de Miiller, la gliosis reactiva esté principalmente



10 CAPITULO 1. INTRODUCCION

asociada con la proliferacion ( , ), pero no existen muchos estudios que lo
demuestren experimentalmente, ni aquellos que expliquen los mecanismos moleculares por los

cuales ocurre esta respuesta.

1.4 La Vitreorretinopatia proliferativa

La vitreorretinopatia proliferativa (VRP) es la principal causa del fracaso que resulta de las
cirugfas para la correccién anatémica del desprendimiento de la retina. Aunque el 90% de estas
cirugias logra corregir el desprendimiento de la retina, entre el 5y el 10 % de los pacientes en esta
proporcién desarrollan, eventualmente, VRP ( , ).

La VRP se caracteriza por la proliferacion y migracién celular anormal que genera membranas
contractiles celulares sobre ambas superficies de la retina causando, eventualmente, el despren-
dimiento parcial o total de la retina por la tracciéon que éstas membranas generan. El proceso
especifico que lleva a la formacion de las membranas epiretinales en la VRP atn no es dilucidado
( , ), aunque la composicion histolégica de estas se conoce muy bien. Estas
membranas estan compuestas, principalmente, de células del EPR y células gliales de Miiller y, en
menor proporcién, de astrocitos, microglia, fibroblastos, macréfagos y linfocitos ( ,

).

La VRP puede ser causada por el desprendimiento regmatogeno de la retina, intervensiones
quirtrgicas en este tejido o traumatismos oculares ( , ). Aunque la causa
especifica de la VRP no se conoce, se sabe que su desarrollo estd relacionado con el dano tisular
retiniano y, de manera muy estrecha, con el rompimiento de la barrera hematorretiniana (factores
comunes en los traumatismos y las cirugias oculares) ( , ). En este contexto,
la VRP surge como una respuesta de reparacion tisular (wound-healing response), estimulada en
exceso y de adaptaciéon deficiente ( , ; , ). Lo anterior
tiene como consecuencia dos cosas de reconocida importancia: que las células del EPR logren
ingresar a la cdmara vitrea y que muchos de los componentes del suero sanguineo invadan la retina.
Esto permite que tales sustancias entren en contacto con las células retinales que, de otra manera,
no podrian ingresar por no ser permeables a través de la BHR. Estos componentes, a su vez,
promueven y aceleran la migracién y la proliferacion de las células del EPR que ya han invadido
el humor vitreo ( : ).

La células del EPR tienen una actividad preponderante en la VRP y se consideran como un
elemento clave en el desarrollo de esta enfermedad ( , ). Cuando el EPR pierde el
contacto con la retina neural, las células de este epitelio sufren cambios morfolégicos y funcionales
que les confieren caracteristicas propias de células mesenquimatosas, fibroblastos o miocitos (

, ; , ). Durante la VRP, las células del EPR secretan citocinas,
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como las isoformas I y II del Factor de crecimiento transformante beta (TGF-3) y el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), que a su vez promueven la transformacion fenotipica
y la secrecion de proteinas de la matriz extracelular, entre las que destacan la fibronectina y las
isoformas I, IT y III de la coldgena ( , : , ). La sintesis de
matriz extracelular es un elemento que destaca en la formacion de las membranas epirretinales en
la VRP, en particular, la coldgena es el principal componente extracelular de estas membranas. La
sintesis de matriz extracelular aumenta la capacidad de las células del EPR para migrar, brindando
un soporte de anclaje y traccion ( , : , ); al mismo tiempo, la
sintesis y secrecién de metaloproteinasas de matriz (MMPs), principalmente MMP-2 y MMP-9,
permiten el desplazamiento de las células a través del espacio retinal y la remodelacién de la

matriz extracelular ( ) ) .

Por convencién, se han establecido estadios en el desarrollo de la VRP, segin el dafio que
causa en la retina. El estadio inicial, el grado "A”, se caracteriza por la presencia de "bruma” en
el vitreo que obstaculiza la visién. En el siguiente estadio, el grado "B”, se presentan "arrugas”
o pliegues en la superficie interna de la retina, en este, también hay rigidez retinal y se observa
tortuosidad vascular. El estadio siguiente, el grado” C”, a su vez se subdivide en "C17, "C2” y
"C3”, dependiendo de la extensién de la retina afectada por el desarrollo de la enfermedad. Es
"C1” si el engrosamiento retinal ocupa un cuadrante de la retina,”C2” si ocupa dos cuadrantes y
"C3” cuando ocupa tres cuadrantes. El grado "D”, se caracteriza por dobleces retinales fijados en
cuatro cuadrantes. Por el grado de desprendimiento se subdivide en "D1”, "D2” y "D3". Es "D1”
si la retina ya presenta forma de embudo, "D2”; si éste embudo es demasiado angosto, o "D3”; si

el embudo retinal esté cerrado, de manera que se pierde de vista el nervio éptico ( ,

).

El desarrollo de la VRP y la severidad del dafio en la retina estan asociados, a su vez, a la
magnitud del dano que ha sufrido la integridad de la BHR. Si el dano en la BHR es minimo, el
desarrollo de la VRP es lento y, probablemente, reversible. De lo contrario, si el dano en la BHR es
agudo, el desarrollo de la VRP sucede con celeridad y es, con mayor probabilidad, irreversible. En
cualquier caso, el desarrollo de la VRP seguira latente mientras la integridad de la BHR permanezca
alterada ( : ).

Considerando los factores de incidencia de la VRP es sensato pensar que las causas moleculares
que permiten el desarrollo de esta enfermedad puedan asociarse a las sustancias que ingresan a los
intersticios celulares de la retina, cuando se rompe la continuidad de la BHR. Qué factores y en
qué medida contribuyen al desarrollo de la VRP, son cuestiones complejas que atin no han sido

totalmente aclaradas.
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1.5 La trombina y los Receptores Activados por Proteasa

(PARs)

1.5.1 La trombina

La trombina es una proteasa de serina, presente como zimogeno en el suero sanguineo, que
destaca como el activador més importante de la agregacion plaquetaria y la trombosis, dos de los
tres procesos mas importantes durante la hemostasia (la secuencia de reacciones que detienen el
sangrado) ( , : , : , : , ). La trombosis -
o coagulacion- ocurre en la superficie vascular danada a través de la sucesiva conversion y activacion
de ciertos zimégenos de proteasas que derivan en la formacién del codgulo sanguineo para detener
la hemorragia. Cuando ocurre una herida vascular, el factor tisular (TF) y el factor VIIa (FVIIa)
activan al factor factor X (FX), y éste a su vez, se asocia con el factor factor Va (FVa) para
formar la protrombinasa, que convierte al zim6geno protrombina en trombina ( , )
(figura 1.4). En esta cascada, la trombina es la dltima proteasa en ser activada. Una vez en su
forma activa, la trombina cataliza la formaciéon de fibrindgeno en fibrina y activa al factor XIII,
que forma las uniones de los complejos de fibrina. La trombina, ademéas, promueve la agregacion
plaquetaria mediante senialamiento intracelular, que actiia como un "tapén” en las heridas de los
vasos sanguineos, reduciendo la fuga vascular antes de la coagulacién ( , ) (figura 1.4). La
trombina regula su activacion por retroalimentacién negativa al activar al sistema de la proteina
C, que inhibe su produccion, y por regulacién positiva, al activar a los factores de coagulacion FIX
FVIII y FV, que la estimulan ( , ).

Ademas de ser una enzima clave para lograr la trombosis, la trombina también participa en otras
respuestas fisiologicas: durante la inflamacion, en la reparacion del dano vascular, como mitégeno
de linfocitos, como factor que aumenta la expresion de la proteina de membrana granular 140
(GMP-140) en plaquetas y del PDGF en células endoteliales; por mencionar algunos ejemplos
( , ). Particularmente, en contextos patolégicos como el cancer y otras enfermedades
proliferativas, se ha vinculado la actividad de la trombina con proliferacién, migracion y metastasis
( , ). Muestra de ello es el hecho de que el factor tisular y la trombina estén
presentes en los microambientes de las células malignas o tumorales y, a ambas moléculas, se les
ha relacionado con la capacidad de invasion de estas ( , ; ,

).

Ademas del sitio catalitico, la trombina posee tres regiones o sitios que regulan su actividad:
el sitio de unién de Na™, el exositio I y el exositio II. El Na™ es un modulador alostérico que
le confiere a la trombina dos estados: "rapido”, cuando la trombina interactia con él, y "lento”,

cuando el Na't estd ausente. En el estado alostérico "rdpido” la trombina tiene la capacidad de
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catalizar la formacién de fibrina, a partir de fibrinégeno, y de activar a PAR1 (uno de los receptores
de la trombina); en el estado ”lento”, cuando el Na™ estd ausente, la trombina pierde las funciones
anteriores y, en su lugar, actia como anticoagulante ( , ). El exositio I es una regién en la
trombina, con abundantes residuos de carga positiva, que interactia y reconoce sitios especificos de
sustratos, cofactores e inhibidores. Esta region de la trombina esta involucrada en el reconocimiento
especifico del fibrinégeno y del extremo amino terminal de PAR1. El exositio II de la trombina,
como sucede con el exositio I, es una region con carga preponderantemente positiva e involucrada
en el reconocimiento de sustratos, inhibidores y cofactores. Esta region se asocia frecuentemente

con el reconocimiento de la heparina y la trombomodulina, ambos, inhibidores endégenos ( ,

).

Fva
Ca2+
FT \A o Protrombinasa
Lesion tisular ) FXa
FVila / Ca2+\ Protrombina
Ca2+ /
Ca2+
Fibrina \ - - Trombina » PARs
Fibrindgeno
Plaquetas
Coagulo .

Agregacion plaquetaria

Figura 1.4: La trombina es un factor de coagulacién clave en dos de de los tres procesos mas importantes de
la hemostasia: la formacién del codgulo de fibrina y la formacién del tapén plaquetario. El Ca?* participa como
cofactor en todos los procesos de activacién de los factores de coagulacién. Por una parte, la trombina cataliza la
formacién de fibrina mediante la protedlisis del fibrindgeno; por otra parte, la trombina promueve el senalamiento
intracelular, mediante los PARs, que provoca, principalmente, la agregacién plaquetaria. FT: factor tisular ; FVIIa:

factor VII activado; FVa: factor V activado; FXa: factor X activado

En el parrafo anterior se mencionaron algunos inhibidores de la trombina, empero, frecuente-
mente se usan algunos otros que son més especificos o potentes en el estudio de esta proteasa
y sus efectos en las células. La hirudina es un polipéptido derivado de las sanguijuelas cuyo ex-
tremo carboxilo, abundante en residuos dcidos (en el dominio Asp-Phe-Glu-Glu-Ile), similar a la
region reconocida en el fibrindgeno o PAR1, se une de manera reversible al exositio I de la trombina,
impidiendo el reconocimiento de sus principales sustratos. Por otra parte, PPACK (D-Phe-Pro-Arg-
clorometilcetona) forma una unién covalente con la Ser del sitio activo de la trombina, evitando
que la trombina pueda catalizar la protedlisis de cualquier sustrato ( , ).

Las respuestas celulares provocadas por la trombina, ocurren mediante el senalamiento intra-
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celular, a partir de la activacién de receptores membranales. Aunque la trombina no es el ligando
de ningtn receptor conocido, es capaz de activar a ciertos receptores: los receptores activados por
protesas (PARs). Estos, constituyen una familia de cuatro receptores acoplados a la proteina G
(GPCRs): PAR1, PAR2, PAR3 y PAR4. Son los tunicos GPCRs que se activan por proteasas y,
con excepcion de PAR2, la trombina es la activadora comin y més importante. La activacién de
estos receptores ocurre cuando la trombina corta un fragmento del extremo amino extracelular
del receptor y, de este modo, expone una nueva region peptidica: éste, es el verdadero ligando del

receptor.

1.5.2 PARI1

Aunque muchas de las funciones de la trombina se conocian desde hace varias décadas, no
se sabia de qué manera ésta es capaz de desencadenar el sefialamiento intracelular. Se sugirieron
modelos de interaccion de la trombina como el ligando de un receptor hipotético, que tuvieron éxito
al hallar proteinas que se ajustaron a este criterio, aunque estas no eran proteinas vinculadas a
procesos de transduccion de senales. Mas tarde, un grupo de investigadores partié de la hipotesis de
considerar a la trombina como agente activador de un receptor por protedlisis y, entonces, lograron
clonar al primer receptor que satisfizo esta caracteristica ( , ). El receptor en cuestion
fue nombrado "receptor de trombina”, después renombrado como "receptor activado por proteasa
1”7 (PAR1). Estos investigadores demostraron que la trombina activa de manera especifica a este
receptor, que el péptido amino terminal resultante de la protedlisis por la trombina es el ligando del
mismo receptor y que su activacion provoca el aumento de la concentracion de calcio intracelular
(por lo que se infiere, senala a través de la via fosfolipasa C (PLC) / inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3)
/ Ca?") (Figura 1.5) ( : ).

La trombina reconoce el dominio dcido (principalmente Tyr5?, Glu®® y Phe®) del extremo
amino de PAR1, en donde corta el enlace peptidico situado entre la Arg' y la Ser?? ( ,

) (figura 1.5). Lo anterior descubre el nuevo extremo amino del receptor con la secuencia de
aminoacidos, "SFLLR”, que interactia con la segunda asa extracelular del receptor y funciona
como el ligando enddgeno de PARI ( ) ) (figura 1.7). Esto provoca cambios en
la conformacion molecular de PAR1 descubriendo regiones en su extremo carboxilo citosélico que

interactuan con la subunidad « de la proteina G acoplada, inciando asi el senalamiento intracelular

( : )-

1.5.3 PAR2

El segundo miembro de la familia de los PARs en ser descrito, PAR2, fue descubierto por la

secuencia y topologia similar que guarda con PAR1. PAR2 tiene, aproximadamente, 30% de iden-
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tidad general con PAR1, 44% en los dominios membranales, y carece de identidad significativa en
los extremos amino y carboxilo terminales (con excepcion del sitio de protedlisis Arg-Ser) (
, ). No obstante, este receptor promueve la senalizacién intracelular de forma muy similar
a PAR1, aunque se distingue por ser activado proteoliticamente por la tripsina, entre la Arg®® y
la Ser3” ( : ). El ligando desenmascarado de esta protedlisis es "SLIGKV” (
, , ) (Figura 1.5 (b)). PAR2 también tiene selectividad funcional, dependiendo
de la molécula que lo active (cuadro 1.1). Al igual que PAR1, PAR2 puede evocar cascadas de

sefializacién a través de las proteinas G heterotriméricas Gg, Gio/1s y Gi( , ).

1.5.4 PAR3

El segundo receptor activado por la trombina y, el tercero de la familia, PAR3, fue descubierto
en plaquetas de raton. Estas células no expresan a PARI1 y, a pesar de ello, son activadas por
la trombina ( , ). La activacién de PAR3 ocurre por el corte proteolitico de
la trombina en su extremo amino terminal, entre los aminodcidos Lys*® y Thr3 ( ,

), descubriendo el ligando endégeno "TFRGAP”. No obstante, a diferenecia de PAR1 y PAR2,
los cuales son activados por varias proteasas y los péptidos agonistas sintéticos con la secuencia
del ligando endégeno, PAR 3 sélo es activado por la trombina, la tripsina y la proteina C activa-
da (APC). Los péptidos agonistas de PAR3, "TFRGAP” y "TFRGAPPNS”, no son capaces de

provocar respuesta alguna en este receptor ( , ).

La capacidad de PAR3 para iniciar el senalamiento fue puesta en duda durante varios anos,
entonces se pensaba que PAR3 podria funcionar como cofactor al dimerizar con otro receptor
(PAR4, por ejemplo)( , ). Sin embargo, la activacion de PARS3 por la trombina en las
células del epitelio pulmonar A549, las cuales no expresan a ningtin otro miembro de los PARs,
provoca la secrecién de ATP a través de la activacién de las vias del Ca?Tintracelular y de Rho
( , ). Lo anterior sugiere que, al menos en las células A549, PAR3 es

capaz de sefialar a través de la activacion de las proteinas G heterotriméricas G, y Gig/13.

La homologia de las secuencias de aminodcidos de PAR3 y PARI1 tienen 27 % de identidad
general ( , ). PAR3 conserva la secuencia en la segunda asa extracelular del
receptor ,"”ITTCHDV” | un dominio que comparte con PAR1 y PAR2, que podria tratarse del sitio
de interaccién con el ligando que activan a los PARs ( , ). Por otro lado, las
secuencias en los extremos amino y carboxilo terminales estan poco conservadas, con excepcién

del dominio acido que el exositio I de la trombina reconoce "FEEF” ( , ).
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1.5.5 PAR4

El dltimo receptor de la familia, PAR4, fue clonado y, desde entonces, ningiin otro receptor
similar ha sido descubierto. PAR4 fue hallado como intuicién légica al observar que, luego de
silenciar el gen de PAR1 en plaquetas de humano, o el gen de PAR3 en plaquetas de ratoén,
la incubacién con trombina seguia provocando, aunque de manera tardia, hidrolisis de fosfatidil
inositol 3, 4 bifosfato (PIPs), flujo de calcio intracelular y agregacién plaquetaria ( , :

, ). PARA4 es activado por protedlisis en su extremo amino causada por la trombina,
entre los sitios Arg?” y Gly*®, descubriendo el ligando endégeno”GYPGQV?”. PAR4 también puede
ser activado por varias proteasas (cuadro 1.1), sin embargo, la afinidad por la trombina en PAR4
es demasiado baja, comparada con la de PAR1 ( , ; , ; ,

). El péptido sintético con la secuencia del ligando endégeno de PAR4 "GYPGQV”, puede
activar al receptor, no obstante, el péptido sintético con la secuencia "AYPGKF” provoca la misma
respuesta diez veces aumentada. La transduccion de senal de éste receptor puede ocurrir a través
de las proteinas G heterotriméricas G, y Giz/13 ( , ).

PAR4 tiene un 33% de identidad en la secuencia de aminodcidos comparada con PARI, sin
embargo, PAR4 carece del dominio acido, adyacente al sitio de corte en el extremo amino, que
el exositio I de la trombina reconoce en PAR1 y PAR3 ( : ). Ademas, PAR4 solo
tiene tres aminodacidos de la secuencia del dominio en la segunda asa extracelular, ITTCHDV”,
que conservan el resto de los PARs ( , ). La ausencia del dominio acido y la baja
retencién de la secuencia del dominio de la segunda asa extracelular en PAR4 podrian explicar la

baja afinidad de la trombina por este receptor.

1.5.6 Senalizacion de los PARs

Los miembros de los PARs tienen efectos fisiolégicos muy diversos y esto es dependiente del
tejido celular o célula que los exprese. El cuadro 1.1 resume las principales caracteristicas de
estos receptores con las funciones que, se sabe, provocan en algunas células. El mecanismo de
activacion de PAR1, el receptor prototipo de los PARs, y las principales vias de senalizacién que
estos receptores evocan se ilustran en la figura 1.7. A pesar de las diferencias en las secuencias de
los extremos amino y carboxilo entre los PARs (figura 1.6), la activacién de estos son similares; los
cuatro receptores son activados por proteasas de serina, interactuan con el ligando endogeno de
manera similar e interactiian con distintas isoformas de la proteina G ( , ).

Ademas de la trombina, los PARs pueden ser activados por otras proteasas o péptidos sintéticos
con la misma secuencia, o muy similar, al ligando endégeno que la trombina genera (cuadro 1.1).
Estos pueden provocar respuestas idénticas o muy distintas a las que la trombina provoca. Esto se

conoce como “selectividad funcional”, en la farmacologia de los GPCRs ( , ). Este
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sesgo en la senalizacién puede ser demasiado sensible al tipo de activacién. Por ejemplo, en células
endoteliales, las vias de senalizacion que la trombina y el péptido sintético desencadenan en PAR1
son distintas ( , ). La selectividad funcional se debe a que uno u otro activador
provocan distintos cambios conformacionales en el receptor. La activacion diferencial de los PARs
puede desencadenar vias de sefializacion que son dependientes de las isoformas G, Gi2/13 y Gy, de
la proteina G acoplada al receptor o, incluso, independientes de ésta ( , ;

: ) (cuadro 1.1).

Ademas de los diferentes modos de activacién, la selectividad funcional puede deberse a factores
determinados por la célula. La glucosilacion en los receptores membranales es una modificacién
postraduccional que ocurre en el aparato de Golgi y que, generalmente, provoca que los receptores
recién sintetizados sean exportados a la membrana plasmatica. No obstante, la glucosilacion puede
tener otras funciones que son particulares de cada proteina. En el caso de PAR1, los residuos gluco-
silados en su extremo amino funcionan como la senal que provoca que este receptor sea exportado
a la membrana plasmatica. Sin embargo, los residuos glucosilados en su segunda asa extracelular
(figura 1.5) provocan que la senalizacién ocurra a través de la subunidad Gayy, mientras que la
ausencia de glucosilacién en esta regiéon promueve el senalamiento, preferentemente, mediante la

subunidad Gay, ( : ).

Por otra parte, se sabe que la homodimerizacién y heterodimerizacién de los PARs con algunos
otros receptores, puede modificar la funcién y la interaccién con la proteina G, en repercusion del
sefialamiento celular ( , ; , ). Por ejemplo, el caso de la dimerizacion
de PAR1 y PAR4 o PAR4 y PARA4, en plaquetas humanas y de ratén respectivamente, provoca el
aumento del efecto de la agregacién plaquetaria; o en un caso muy distinto, la activacién de PAR1

por APC provoca a su vez la activacién directa del receptor de esfingosina 1-fosfato (S1P).
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Figura 1.5: Los cuatro receptores activados por proteasas (PARs) tienen semejanzas, tanto en su activacién, como

propéptido). Ademés, tienen similitudes y diferencias estructurales en

en su interaccién con el ligando endégeno (

los dominios funcionales que estan definidos por la secuencia de aminoacidos. Aunque PAR1, PAR3 y PAR4 son

ésta molécula y la eficacia de la activacion difieren considerablemente. La

activados por la trombina, la afinidad por

longitud de los dominios en los extremos amino y carboxilo terminales podrian ser la causa de estas diferencias.
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Figura 1.6: El indice de consistencia del alineamiento de los cuatro PARs es de 89 ( 100 es el valor més alto de
consistencia). Las secuencias estan sombreadas con colores que indican el grado de consistencia que, a su vez, es un
reflejo de la homologia de las secuencias, en dénde, el morado es 0 y el rojo 9. La homologia esta casi ausente en los
extremos amino y carboxilo de los receptores, con excepcién de PAR1 y PAR3, que comparten el dominio dcido de
unién al exositio I de la trombina (secuencias encerradas en los cuadros morados). Por otro lado, todos los PARs,
con excepcién de PAR4, comparten el dominio propuesto de unién al ligando (secuencias encerradas en los cuadros

verdes).
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Figura 1.7: Principales vias de sefializacién de PAR1 evocadas por la trombina. El péptido sefial de 20 aminoécidos
(aa) es recortado durante la maduracién del receptor, en el reticulo endoplasmético (figura 1.5). La trombina corta
20 aa del extremo amino terminal de PAR1 (fragmento acotado en verde) en la Ser*!. Esto expone un nuevo extremo
amino terminal de seis aminoacidos que interactiian con la segunda asa exoterminal del receptor, provocando un
cambio conformacional que promueve la dimerizacién y activacién de la proteina G acoplada. PLCg: fosfolipasa C §;
AC: adenilato ciclasa; cAMP: adenosina monofosfato ciclico; ADP: adenosina difosfato; P2Y12: receptor purinérgico

de adenosin difosfato; DAG: diacilglicerol; IP3: inositol trifosfato
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Cuadro 1.1: Principales caracteristicas de los receptores activados por proteasas

Caracteristicas de los PARs*

Caracteristica

PAR1

PAR2

PAR3

PAR4

Tamano molecular

Proteasas activadoras

Sitio de corte

y secuencia del

ligando desenmascarada
Agosnistas selectivos
(péptidos sintéticos)

Proteinas G efectoras

Desensibilizacién

Distribucién celular

Distribucién tisular

Funciones conocidas

v patologias asociadas

425 aa

Trombina, tripsina,
FT/VIla/Xa, FXa,
plasminina, granzima A
Gingipainas-R,
MMP(1, 9, 2, 13, 14)
catepsina G,
APC-EPCR

LDPR* ><SFLLRN

TFLLR-NH,

Gq, Gi, Gia/13, HSP90

Creatina cinasa, Zyxin

Fosforilacion, p-arrestinas,

internalizacién y
degradacion

Plaquetas, células
endoteliales, fibroblastos,

células T, queratinocitos,

astrocitos, fibras del
musculo liso, neuronas,

oligodendrocitos

Cerebro, pulmén, corazoén,

estémago, colon, rindn,

testiculos

Heméstasis y activacién

plaquetaria, permeabilidad

endotelial, migracion,

angiogenesis, secrecién

en células GI, inflamacion

intestinal y en el SNC,
artritis, analgesia e

hiperalgesia

397 aa

Tripsina, triptasa
FVIIa, FXa, TF/VIIa
FVIla/FT/FX,
TF/VIla/Xa

MT-SP1, proteinasas-3
gingipainas-R
kallikreina 14

SKGR? #<SLIGKV

SLIGKV-Nm,

Gq7 Gi7G12/13
[J-arrestina, jabl
Fosforilacion,

[-arrestinas

Células endoteliales,
ovocitos, osteoblastos
neutréfilos, lecucoitos,
mastocitos, células T,
fibras del musculo liso,
melanocitos, neuronas,
fibroblastos, células
tubulares renales
Prostata, intestino
delgado, colon, higado,

péancreas y traquea

Permeabilidad
endotelial, migracién
angiogénesis, secrecién
en células GI, artritis,
inflamacién intestinal
y en el SNC,

pigmentacion en la piel,

analgesia e hiperalgesia

374 aa
Trombina, tripsina
APC

LPIK®* ><TFRGAP

no se COHOCCT

Gq

Plaquetas,
fibras del misculo

liso.

Corazon, rifién,
pancreas, timo,
intestino delgado,
nodos linfaticos,

traquea

Heméstasis y
activacion
plaquetaria,

angiogénesis,

385 aa

Trombina, tripsina,
plasminina,
catepsina G, FXa
gingipainas-R
kallikreina 14
VIla/FX, MASP-1

PAPRY #<GYPGQV

GYPGQV-nH,
AYPGKF-NmH,
Gq, G12/13

Internalizacion

Plaquetas,

megacariocitos.

Pulmén, péancreas,
tiroides, testiculos,
intestino delgado,
placenta, musculo
esquelético, nodos
linfaticos, glandulas
adrenales, prostata,
utero, colon
Heméstasis y
activacion
plaquetaria,
permeabilidad
endotelial, migracion,
angiogénesis, secrecién
en células GI#,

analgesia e hiperalgesia

*( , ;

) )

)

: )

faunque el ligando unido al receptor es TFRGAP, el péptido sintético con esta secuencia no activa a PARS3.

fcélulas GI: células gastro intestinales.
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Capitulo 2
Planteamiento del problema

En el capitulo anterior se mencioné que la reactivacion de la glia en la retina, con el desarrollo
de gliosis como consecuencia, puede tener dos destinos: en uno de los escenarios, esto podria ser una
respuesta benéfica, en el otro, eventualmente, esta reacciéon podria convertirse en una patologia.
En el primer caso, la gliosis seria benéfica en la medida en la que sea capaz de contener la extension
del dano de la herida que provocé la reactivacién. Considerando lo anterior, es valido afirmar que
la herida es el estimulo que provoca la reactivacion de la glia y que esta respuesta solo ocurre en la
region y en los méargenes de la herida. En este mismo caso, la gliosis es leve o moderada y, cuando
el estimulo desaparece, las células regresan a su estado regular sin alterar més el tejido (

, ). En el segundo caso, la glia es reactivada, pero ésta permanece en aquel estado por un
intervalo de tiempo indefinido y la extension de la respuesta se manifiesta mas alla de la region de
la herida. En este caso, la gliosis se convierte en un elemento patolégico (de primer orden). Qué
es lo que permite que la reactivacion de la glia se extienda mas alld de la herida y se prolongue
mas del tiempo que le toma en ser reparada, es una cuestiéon que no ha sido resuelta. Esto tultimo
es de especial interés en el contexto de las enfermedades que se relacionan con algin desorden de
la funcién regular de la glia y, en especial, en aquellos casos que muestran las caracteristicas de

gliosis reactiva.

Como se mencioné anteriormente, la vitreorretinopatia proliferativa (VRP) es una enfermedad
que se caracteriza por la proliferacion y migracién anormal, principalmente, de las células del
epitelio pigmentado de la retina (EPR) y las células gliales de Miiller ( , ). No
se sabe con precision el papel que desempena la glia de Miiller en el desarrollo de la VRP, no
obstante, se sabe que todas las enfermedades de la retina se asocian con el surgimiento de gliosis
reactiva ( ) ). En la mayoria de los casos la VRP ocurre por intervenciones
quirdrgicas, traumatismos oculares o el desprendimiento regmatogeno de la retina. Lo anterior
causa alteraciones en la continuidad de la barrera hematorretiniana y, probablemente, esto es

el detonante de la reactivacion glial. Ademas, aunque las células del EPR proliferan con mayor
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frecuencia que cualquier otro tipo celular durante el desarrollo de la VRP, la gliosis reactiva y, en
particular, la proliferacion celular de la glia de Miiller, es una respuesta que se manifiesta en todos
los casos en los que ocurre esta enfermedad ( , ). De hecho, en las células
de Miiller, la gliosis reactiva estd principalmente asociada con la proliferacion ( ,
). En la VRP la proliferacién es una respuesta de reparaciéon tisular, estimulada en exceso

y de adaptacion deficiente, cuya duracién es indefinida ( , ;
, ). Por todo lo expuesto anteriormente, la proliferacién celular en la VRP es el elemento
patolégico mas importante y la comprensién de los factores que la causan demanda la mayor

atencion.

., Qué permite que la glia permanezca reactiva y se convierta en un elemento patolégico de la
VRP? Al parecer, la glia de Miiller permanece en éste estado mientras la barrera hematorretiniana
(BHR) permanece rota, lo que a su vez, causa que las sustancias presentes en el suero sanguineo
entren en contacto con las células de la retina. En este tenor, se sabe que la actividad de la trombina,
presente en el suero sanguineo en condiciones normales, aumenta significativamente en el humor
vitreo de los pacientes que sufren de VRP ( , ). La trombina, que estimula a un
gran numero de respuestas celulares mediante la activacion de los receptores activados por proteasas
(PARs) ( , ), ademds de ser indispensable en el proceso de coagulacién, también es
capaz de estimular respuestas fisiologicas generales como la migracion y la proliferacion. En el
contexto del sistema nervioso, se ha demostrado que PAR1 promueve la proliferacion de astrocitos
( , ). Si como los astrocitos, las células gliales de Miiller también son capaces

de proliferar en presencia de la trombina es algo que atin no se ha explorado.

En resumen, el interés de este trabajo es explorar la posibilidad de que la trombina, que una
vez rota la BHR entra en contacto con las células de la retina, sea capaz de reactivar a la glia
de Miiller y estimular la proliferacién de estas células mediante la activacion del receptor de la

trombina canénico, PARI.
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2.1 Hipobtesis

La trombina promueve la proliferacién y la migracién de la glia de Miiller humana a través de

la activacion de los receptores activados por proteasas (PARs)

2.1.1 Objetivo general

Determinar si la trombina, a través de la activacion de los PARs, causa la migracién o la

proliferacion en las células gliales de Miiller.

2.1.2 Objetivos especificos

Analizar, mediante ensayos de RT-PCR y Western Blot, la expresion de los PARs en las
células MIO-M1.

Analizar el efecto de la trombina en la proliferacion de las células MIO-M1 mediante ensayos
con 3-(4, 5-dimetil-tiazol-2yl)-5-(3-carboximetoxifenil-2- (4-sulfofenil)-2H-tetrazolio (MTS)

Analizar la especificidad del senalamiento de la trombina, mediante ensayos con los inhibi-

dores farmacolégicos Hirudina y PPACK.

Analizar el efecto de la trombina en la migraciéon de las células MIO-M1, mediante ensayos

de migracion en camaras de Boyden.

Analizar el efecto de la trombina en la migracion y la proliferacion de las células MIO-M1 en

ensayos de cierre de herida ( Wound Healing).
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Capitulo 3

Procedimiento experimental

3.1 Cultivo celular

Las células MIO-M1 fueron generosamente donadas por Astrid Limb, del Instituto de Oftal-
mologia y el Hospital del Ojo en Moorfields, Londres. Para estimular su crecimiento, las células
fueron cultivadas en medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) sumplementado con 10%
de Suero fetal bovino (FBS), durante una semana, hasta confluencia total.

La viabilidad celular fue estimada mediante la tinciéon, con azul de tripano, de muestras de
cultivos creciendo en medio en presencia o ausencia de FBS, durante intervalos desde 24 h, hasta 8
dias. Las células de cada uno de estos cultivos fueron incubadas en presencia de Tripsina + EDTA
(1 %), durante 5 min, para disociarlas y, posteriormente, suspenderlas en medio DMEM sin FBS
con azul de tripano (0.08%). Las células tenidas con azul de tripano y las células vivas fueron
contadas en una camara de Neubauer, en un microscopio 6ptico. La viabilidad fue expresada como
la proporcion de las células vivas sobre el total de las células contadas.

En todos los experimentos, los cultivos de célulasMIO-M1 fueron privados de suero, sustitu-
yendo el medio DMEM FBS (10%) por DMEM sin FBS, 24 h antes de estimular las células con

trombina.

3.2 RT-PCR

La transcripcion de los genes de los cuatro miembros de la familia de los PARs fue analizada
mediante retrotranscripcion y reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR). EI RNA de los
cultivos se extrajo utilizando Trizol (Invitrogen), siguiendo las indicaciones del fabricante. La re-
trotranscripcion de los mRNAs se hizo utilizando, 1 ug de RNA para las muestras de las que se
midieron PAR 1-3, 3 ug para las muestras de las que se midié PAR 4, y para los cuatro receptores,

20 U de retrotranscriptasa derivada del virus de leucemia Moloney (murina), 1 pug de inhibidor de
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RNAsas(RNaseOUT, Invitrogen), y 0.25 pg de primers Oligo dT, utilizados estos reactivos como
lo indica el fabricante. 5 uL del DNA complementario (¢cDNA) obtenido de la retrotranscripcion,
fue utilizado como substrato para la amplificacién durante la PCR. La reacciéon de amplificacion
se llevé a cabo con 2.5 U de la enzima Taq polimerasa recombinante (Altaenzymes, Alberta Ca-
nadd), en el buffer que recomienda el fabricante y 0.4 ug de oligonucleétidos y deoxinucleétidos
trifosfatados (ANTPs). Los primers para el mRNA de cada uno de los PARs, las concentraciones
del cofactor para cada reaccién (MgCly ) vy, las temperaturas de templado, se describen en la
tabla 3.1. Las muestras para medir el mRNA de los PARs fueron amplificadas durante 28 ciclos;
aquellas para medir el mRNA de (-actina, fueron amplificadas durante 21 ciclos. La transcripcion
de p-actina se utilizo como control de carga, para normalizar la transcripcion de los receptores,

calculando la proporcién que guarda la amplificaciéon de ambos en cada muestra.

Cuadro 3.1: Cebadores (Primers) y variables de las PCRs

Primer Secuencia MygCly Temperatura de templado (°C)
PAR1F 5 —CCCACAAACGTCCTCCTGAT -3 1.5 mM 59
PAR1R 5 —ATCAACTGCCCACTGCTGTT -3 1.5 mM 59
PAR2F 5 —-CTGTCATGATGTTTTGCCTG -3 1.5 mM 59
PAR2R 5 — ACTAGGAGTGAAGCAGATCA -3 1.5 mM 59
PAR3F 5 —-CCTGCCATCTACCTCCTGGT -3 1.5 mM 59
PAR3R 5 —-CAGGTGGTGATGTCTGGCTG -3’ 1.5 mM 59
PAR4F 5 —-CAGGCCAAGTCTGTGCCCAAT —3% 0.75 mM 51.5
PAR4R 5 —-GTCGCGAGGTTCATCAGCAG -3 0.75 mM 51.5
f-actina F 5" — GCTCGTCGTCGACAAACGGGCT — & 1.5 mM 59
f-actina F 5" — CAAACATGATCTGGGTCATCTTCTC —3 1.5 mM 59

3.3 Analisis de proliferacién celular en MIO-M1

Células de cultivos celulares de MIO-M1 fueron estimuladas con 0 a 4 U/mL de trombina,
en medio DMEM sin FBS, durante 24 h y hasta 7 dias. Se midi6 la proliferaciéon en cultivos no
confluentes mediante el ensayo colorimétrico basado en el método de reducciéon de MTS, siguiendo
las indicaciones del fabricante (Cell Titer 96 Aqueous One Solution Reagent; Promega, Madison,
W1, USA). Cultivos en medio DMEM sin FBS, ni trombina, fueron utilizados como Control (Ctl)
basal de proliferacién. Este valor se tomé como 100%, de manera arbitraria, en la graficas mostradas

més adelante.
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3.4 Estimulacion y especificidad del efecto de la trombina

Las células MIO-M1 fueron sembradas en placas de 6 multipozos (Costar, Corning, Inc., Wa-
shington, DC, USA), en medio DMEM + FBS (10% ) y, una vez que llegaron al 50 % de confluencia,
el medio se sustituyé por DMEM sin suero, durante 24 horas. Pasado este periodo de privacion,
los cultivos fueron estimulados con 2 U/mL de trombina, o con medio sin FBS, durante diferentes
intervalos de tiempo que van de 24 h a 5 dias. En las condiciones en las que fueron utilizados
los inhibidores de la trombina, estos se agregaron al medio 30 min antes de la estimulacién con
trombina. Se utilizaron los inhibidores farmacolégicos PPACK (500 nM) e hirudina (4 U/mL);

estos fueron anteriormente probados y demostraron no ser toxicos usados a estas concentraciones

( , 2015).

3.5 Incisién y cierre de heridas ( Wound Healing)

Se cultivaron células MIO-M1 en placas de 6 multipozos (Corstar, Corning, Inc.), en medio
DMEM suplementado con FBS al 10%. Cuando las células crecieron hasta confluencia, se les retird
el medio con FBS y se les sustituyé por medio DMEM sin suero, durante 24h. Pasado este tiempo,
con la punta de una micropipeta de 200 puL, se hizo una herida en la monocapa celular, a la
mitad de cada uno de los pozos, de 1.2 mm de ancho. Las monocapas de células en estos pozos
fueron lavadas con medio DMEM sin FBS y, después, incubadas en medio DMEM en presencia
de 2 U/mL de trombina, medio DMEM con suero como control positivo, o medio DMEM sin
FBS como control negativo. Las células fueron incubadas en estos medios a 37°C, en intervalos de
tiempo, desde 24 h hasta 5 dias. Pasado el tiempo indicado las monocapas fueron observadas en
un microscopio 6ptico de contraste de fases, en aumento de 100 X. En estas mismas condiciones,
cultivos de MIO-M1 fueron incubados con el antigeno marcador de proliferacion célular MKI-
67 (Ki-67). Estas células se fijaron en acetona durante 30 min, fueron bloqueadas con FBS al
10 % en Buffer de fosfatos salino (PBS), el exceso de la solucién de bloqueo se lavé con buffer
salino de Trizma con Tween (TTBS) y, después, se incubd el anticuerpo primario anti- Ki-67
(Abcam, 16667; Cambridge, UK) diluido 1:200 en PBS con Triton X-100 al 0.3 %, durante toda la
noche. Se incub¢ el anticuerpo secundario, anti-conejo, acoplado a Isotiocianato de flouoresceina
(FITC) (Jackson Labs, 111-095-003; Sacramento, CA, USA), durante 1 h. Para las condiciones de
inhibicién farmacoldgica, se incubaron los inhibidores, Hirudina (4 U/mL) o PPACK (500 nM),
durante 30 min a 37 °C, antes de estimular con 2 U/mL de trombina, durante los intervalos de
tiempo descritos. En aquellos casos que se indica, cultivos de MIO-M1 fueron tratados con 2 U /mL
de Citosina -D-Arabinofuranosida (Ara-C) o medio condicionado recuperado a partir de cultivos
de la linea celular del EPR humano, ARPE-19, estimulados con 2 U/mL de trombina, durante 24
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h (MC), 30 min antes de ser estimulados con trombina, y durante diferentes intervalos de tiempo,
desde 24 h hasta 5 dias. La linea celular ARPE-19 (American Type Culture Collection, CRL-2302;
Bethesda, MD, USA) fue cultivada en medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient Mizture
F12 (DMEM-F12), en presencia de 4 % de FBS, como fue descrito en ( : ). El medio
condicionado por la trombina (MC) fue recuperado a partir del medio de cultivos de linea celular
derivada del epitelio pigmentado de la retina humana (ARPE-19), creciendo en DMEM sin FBS
en presencia de 2 U/mLde trombina, durante 24 h; estos cultivos fueron privados de suero, 24 h

antes de la estimulacién con trombina, en medio DMEM.

3.6 Ensayos de migraciéon en camara de Boyden

La superficie inferior del encaje de los pozos de la cAmara de Boyden (Falcon Multiwell Cell
Culture Plates; BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) fue cubierta con colagena I (50 pg/mL)
o coldgena IV (10 pg/mL), durante 1 h, a temperatura ambiente. Aquellos encajes sin sustrato
fueron utilizados como controles del ensayo de migracion. La quimiotaxis celular fue estimulada
al agregar, en medio DMEM, 2 U/mL de trombina, 10 % de FBS o medio sin FBS, en la cimara
inferior del pozo de migracién. Después de 48 h de incubacion, las células que no migraron y yacian
en la superficie superior de la cdmara, fueron removidas con un hisopo de algodén estéril; las células
que migraron a la superficie de la cdmara inferior, fueron tenidas con cristal violeta (0.05 %) y
contadas manualmente. Los datos de las células que migraron fueron graficados con base en la
proporcién que guardan con respecto al control basal (pozos con medio DMEM, sin trombina, ni
FBS), tomado como el 100 %.

3.7 Anticuerpos

Los siguientes anticuerpos fueron utilizados: anti-PAR-1 (Nowus Biologicals, Littleton, CO,
USA), anti- PAR-2 (Santa Cruz Biolabs, Santa Cruz, CA, USA), anti-PAR-3 (Santa Cruz Bio-
labs), anti-PAR-4 (Novus Biologicals), anti-5-actina (EMD Millipore, Billerica, MA, USA). El uso

de estos anticuerpos se detalla en la tabla 3.2.

3.8 Western Blot

Después de ser estimuladas las células MIO-M1 creciendo en cajas de 6 multipozos, como
ya se ha descrito, los extractos proteicos fueron recuperados en buffer de lisis desnaturalizante
(RIPA), en hielo, con ayuda de un gendarme de plastico (scraper). La concentracién de proteina

en los lisados celulares fue cuantificada mediante el método de Bradford; se cargaron 20 pg de



3.9. ANALISIS ESTADISTICO 31

muestra en cada carril para medir la expresion de los receptores. Las muestras se resolvieron por
electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizantes (10 % SDS-PAGE) vy, posteriormente,
electrotransferidas a membranas de polivinildieno difluorado (PVDF) (GE Healthcare, Piscataway,
NJ, USA). Las membranas fueron bloqueadas en 5 % de leche sin grasa y 3 % de FBS disueltos en
buffer-tris salino (TBS) durante 1 h, después, los anticuerpos primarios para cada receptor fueron
incubados en diferentes geles, toda la noche, a 4 °C, en las condiciones que se indican en la tabla 3.2.
Se utilizaron anticuerpos secundarios conjugados con HRP (Horseradish peroxidase) (Invitrogen),
incubados durante 1 h, a temperatura ambiente. Las membranas fueron lavadas durante 5 min, 5
veces, con TTBS, después de haberse incubado cualquier anticuerpo. Incubados los dos anticuerpos,
se incubd la solucion con el sustrato de Horseradish peroxidase (peroxidasa de rdbano picante)
(HRP) (Immobilon Western AP Chemiluminescent Substrate; EMD Millipore, Billerica, MA, USA),
durante 5 min, para revelar la senal de las membranas en peliculas Kodak. Las peliculas fueron
digitalizadas en un fotodocumentador (Alpha Digi-Doc system; Alpha-Innotech, San Leandro, CA,
USA). Para el andlisis de la densitometria de las bandas se utiliz6 el programa de procesamiento
de imagenes Image-J (http://imagej.nih.gov/7j/). Se utilizé [-actina como control de carga, y la

expresion de los PARs fue normalizada con respecto a este valor, en cada uno de los casos.

3.9 Analisis estadistico

Todos lo experimentos fueron realizados por triplicado, a partir de cultivos celulares indepen-
dientes. En los experimentos en los que sélo se compararon dos grupos de datos, los resultados
fueron analizados mediante pruebas t de Student. En aquellos casos en los que se compararon mas
de dos grupos de datos se utilizé la prubea ANOVA de una via con comparaciones miultiples y

ajuste de Bonfferroni.

Cuadro 3.2: Anticuerpos para Western Blot

Anticuerpos para Western Blot

Anticuerpos Hospedero Fabricante Dilucién del Dilucién del
primarios anticuerpo primario anticuerpo secundario
anti-PAR-1 Conejo Novus Biologicals 1:175 1:800

anti-PAR-2 Cabra Santa Cruz Biolabs 1:1,000 1:3,000

anti-PAR-3 Conejo Santa Cruz Biolabs 1:7,500 1:15,000

anti-PAR-4 Conejo Novus Biologicals 1:3,000 1:3,000

anti-f-actina  Raton EMD Millipore 1:25,000 1:50,000
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Capitulo 4

Resultados

4.1 La linea celular MIO-M1 expresa todos los Receptores
Activados por Proteasas (PARs)

Para saber si los efectos de la incubacion de las células MIO-M1 con trombina estan regulados
por la activacion de alguno de los PARs, se analizé la transcripcién del mensajero mediante RT-
PCR y, la expresiéon mediante Western Blot, de los cuatro receptores de la familia. Los resultados
de estos experimentos demuestran que la linea celular MIO-M1 expresa todos los receptores de la
familia de los PARs (figuras 4.1 y 4.2).
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Figura 4.1: Transcripciéon del mRNA de los cuatro miembros de la familia de los PARs
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Figura 4.2: Porcentaje de expresion de los PARs en células MIO-M1, normalizados con (-actina

4.2 La trombina promueve la proliferacién en las células
MIO-M1

Ya se ha mencionado que la proliferacion de las células gliales de Miiller estd asociada a la
formacion de cicatrices gliales (gliosis). También se ha senalado que la VRP implica tanto migracion
como proliferacién celular. Por su parte, como fueron descritas en la introduccién, hay dos vias de
senalizacion que el receptor canénico, PAR-1, puede desencadenar, una vez que ha sido activado,
dependiendo del tipo de proteina G al que esta acoplado: una via relacionada con la proliferaciéon y
otra con la migracién. En este tenor, una vez que se demostr6 que las células MIO-M1 expresan los
cuatro receptores de la familia de los PARs, se incubaron en presencia de trombina para observar
si esta puede causar proliferacién o migracion.

Cultivos de MIO-M1 fueron privados de suero durante 24 horas y, pasado este tiempo, fueron
estimulados con 0.1 U/uL, 0.3 U /ul, 0.5 U/uL, 1 U/uL y 2 U/uL de trombina (que corresponde
a 0.88 nM, 2.64 nM, 4.4nM, 8.8 nMy 17.6 nM) en medio DMEM, sin suero; se utiliz6 medio
D5030, sin suero ni trombina, como control basal . En estas condiciones de estimulo, se analizé la
proliferacion a las 24 h, 48 h, 72 h y 5 dias, mediante ensayos de MTS . Estos resultados demuestran
que la trombina provoca la proliferacién celular y, ademas, este efecto no es dependiente de la dosis
que se probd, aunque si es del tiempo de incubacion (Figura 4.3). No obstante, en la figura 4.3,

la dosis de 0.88 nM no sigue el patron apenas descrito, pero esto puede deberse a que esta dosis
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corresponde a la ECsxq.
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Figura 4.3: (a)Porcentaje de la proliferacién de las células MIO-M1 a diferentes concentraciones de trombina. La

concentraciéon de trombina parece no tener efecto en la magnitud de la proliferacién, como si sucede con el tiempo

de incubacién. (b) El nivel maximo de proliferacién es de 44% respecto del control, con un valor de EC5y de 0.8631
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Figura 4.4: El efecto de la trombina en la proliferacién es especifico, como lo sugiere la inhibicién farmacolégica

con hirudina y PPACK. H: hirudina (500nM); P: PPACK (4 U/mL); control: medio sin suero; T: trombina (2 U/mL).

Significancia con respecto al control en pruebas t de Student: * (P<0.05); **(P<0.01); ***( P<0.001). Significancia

con respecto al estimulo con trombina en pruebas t de Student: # (P<0.001).
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Figura 4.5: El cierre de las heridas depende tinicamente de la capacidad de las MIO-M1 para proliferar, pero no
para migrar. Con suero (FBS) y Trombina (T2), a los 5 dias de estimulo, las heridas estdn casi completamente
cerradas. En el control negativo (Ctl), con los inhibidores de la trombina - hirudina (H) y PPACK (P)-, el inhibidor
de la proliferacién, Ara-C (A), y con el medio condicionado por el EPR (CM), no se observa el cierre de las heridas
después de 5 dias. Lo anterior sugiere que la trombina ocasiona el cierre de las heridas y lo hace al promover la

proliferacién celular, pero no la migracion.

4.2.1 La trombina no promueve la migraciéon de las células MIO-M1

En ensayos de Wound healing, cultivos de MIO-M1 en presencia de FBS o trombina provocaron
el cierre de las heridas a los 5 dias del estimulo. De manera muy similar a lo ocurrido en el control

negativo (cultivos con medio sin suero), el cierre de las heridas no ocurrié cuando, ademés de la
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Figura 4.6: Las imagenes muestran campos representativos, obtenidos de la superficie inferior
camaras de Boyden, en la que se observan las células que migraron. ( Sin S: cdmara sin sustrato;

Col I: camara con coldgena I; cdmara con colagena IV)
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Figura 4.7: Mientras que el porcentaje de las células que migraron es relativamente alto en las
células estimuladas con medio en presencia de FBS, en las condiciones de control de migracion
(medio sin FBS y las células estimuladas con trombina, los porcentajes de migracién fueron muy
similares entre estos, e inferiores a los pozos tratados con FBS ( Sin S: cdmara sin sustrato; Col I:

camara con coldgena I; camara con coldgena IV).
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Hoecht Ki 67 Fusion (merge)

Figura 4.8: El marcador de la proliferacién Ki 67 tiene el fluoréforo FITC acoplado (verde). Las células que
proliferan en los ensayos de Wound Healing no estan circunscritas a los limites de las heridas, la proliferacién se

observa como un fenémeno generalizado, promovido por el FBS o la trombina (fluorescencia verde).

trombina, se agregaron los inhibidores de la trombina, hirudina y PPACK, o el inhibidor de la
proliferacion Ara-C. Tampoco ocurri6 el cierre de las heridas en cultivos a los que se les agrego el
medio condicionado por el EPR (MC) (figura 4.5).

Independientemente del sustrato empleado, las MIO-M1 solo migran en presencia de FBS. La
superficie inferior de las cAmaras con presencia de trombina no difieren mucho de aquellas con medio
DMEM sin suero, lo que sugiere que la trombina no es un agente que promueva la migracién en
estas células (figura 4.6 y 4.7).

El efecto de la proliferacion es un fenémeno generalizado y no una reacciéon yuxtacrina o para-
crina que dependa del sitio de la herida (cémo si sucede en el EPR), como se observa en la figura
4.8.
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La ruptura de la barrera hematorretiniana es la principal causa de varias enfermedades proli-
ferativas en la retina, como es el caso de la VRP ( , ; , ). Cuando
la BHR se rompe, las células de la retina quedan expuestas a una enorme cantidad de sustancias
presentes en el suero sanguineo que estimulan a las células de la retina a migrar, proliferar y a
remodelar la matriz extracelular ( , ). Se han identificado a factores de creci-
miento como el PDGF, el TGF-f,la proteina quimiotactica de monocitos 1 (MCP-1), el factor de
crecimiento fibroblastico basico (bFGF), el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), el factor
de crecimiento de tejido conectivo (CTGF), el factor de crecimiento epidérmico (EGF) y el factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF). Reconocer a todos los factores que estan implicados
en el desarrollo de la VRP, y la manera en la que modifican la actividad celular en la retina, es
necesario tomando en cuenta que la etiologia de esta enfermedad es compleja y multifactorial. Por
lo tanto, cualquier tratamiento que ignore alguno de los factores implicados en la progresion de la
VRP seria insuficiente. En este mismo sentido, la prognosis adecuada de la VRP reduciria el fraca-
so latente de un porcentaje importante de las cirugias de correcion anatémica de desprendimiento
de la retina. Ademas, el conocimiento de las causas moleculares que permiten el desarrollo de la
VRP es atin mas pertinente, considerando los fracasos en los tratamientos altamente invasivos para
tratar a la VRP - p. e. la banda esclerética, la vitrectomia, la remocion quirtrgica de las cicatrices,
la inyeccion de aceite de silicona en la camara vitrea o la exfoliacion de los cimulos celulares -
(Guidry, 2010).

De manera significativa, la actividad de la trombina aumenta en pacientes que padecen VRP
( , ). Esta proteasa es capaz de actuar como un factor de crecimiento, promo-

viendo la proliferacion, la migracién y el reordenamiento del citoesqueleto en diferentes células

( , ). Estudios previos han demostrado que la trombina es capaz de promover la pro-
liferacion ( , ), la migracion ( , ) v la transicion epitelio-
meséquima ( , ) en las células del EPR, lo que sugiere que, ademds de ser uno
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de los tantos factores involucrados en el desarrollo de la VRP, la trombina es clave, dado que en
las células del EPR promueve los principales procesos patologicos que intervienen en el desarrollo
de esta enfermedad. La contribucién de la trombina en la reactivacién de la glia de Miiller, mas
alla de la caracterizacién histolégica, ha sido apenas estudiada ( , ). En particular,
no hay ningin estudio que desde la perspectiva de los procesos de transduccion de senal, trate
de comprender el efecto de la trombina en el desarrollo patologico de la glia de Miiller. En este
trabajo se demuestra que la linea celular de la glia de Miiller, MIO-M1, es capaz de expresar a
todos los miembros de la familia de los PARs (Figura 4.1).

Ya se ha mencionado que el efecto de la trombina en las células del EPR provoca tanto la
migracion, la proliferacion y la transicién epitelio-mesénquima ( , ;

, ; , ). Aunque se sabe que la principal consecuencia de la
reactivacion de la glia de Miiller es la proliferacion ( , ), en general, la gliosis
reactiva se caracteriza por los cambios morfolégicos, la migracion, la proliferacién y la expresion
de marcadores, ademas del tipo celular especifico y el estimulo que provoca esta reaccion en la glia
( , ). Los ensayos de MTS demostraron que las células MIO-M1 son muy sensibles
a la presencia de trombina en el medio y la tasa de proliferaciéon aumenta desde las 24 h hasta los
7 dias después de haber administrado la trombina (Figura 4.3). Del mismo modo, al administrar
trombina y los inhibidores farmacolégicos, PPACK e hirudina, el efecto en la migracion disminuye,

sugiriendo que se trata de un efecto especifico de la trombina (Figura 4.4).

Es de notar que las células MIO-M1 tienen demasiada sensibilidad para responder a concen-
traciones bajas de trombina administrada y, sin embargo, la administracion de dosis mas altas
no provoca una mayor respuesta en la migracion. La sensibilidad de estas células a la trombina
podria entenderse por la capacidad que tienen para expresar los cuatro miembros de los PARs.
Como se menciona en la introduccién, los cuatro receptores de esta familia estan sujetos a senala-
miento selectivo. No obstante, aunque no se conocen los mecanismos de senalizacion especificos de
cada receptor en estas células, si se sabe que, potencialmente, PAR1, PAR3 y PAR4, pueden ser
activados por la trombina y senalar intracelularmente a través de la proteina heterotrimérica G,
y la liberacén de Ca?* intracelular. Esta via ha sido vinculada con la migracién celular ( ,

), por lo que no es aventurado suponer que ésta es la via involucrada en la migraciéon de las
células gliales de Miiller, estimulada por la trombina y, en un caso hipotético, los tres receptores

activados por la trombina senalarian al unisono.

La activacion de los PARs puede provocar la migracion celular, el rearreglo del citoesqueleto y

la modificacién de la morfologia celular, a través de la activacién de la proteina Gio/13 ( ,
; , ). Una caracteristica distintiva de la reactivacion glial en las céluas de
Miiller es la hipertrofia celular y la proliferacion, mientras que en otras células gliales es también la

migracién. Los experimentos de cierre de heridas (figuras 4.5) y los hechos en cdmaras de Boyden
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(figura 4.6), demuestran que la trombina no promueve la migracién celular de las células MIO-
M1. Las heridas sélo cierran en las condiciones del control positivo (FBS) y en presencia de dos
unidades de trombina (T2). Por otro lado, en el control negativo (Ctl, medio DMEM), o cuando
el efecto de la trombina es inhibida con hirudina o PPACK (T+H y T+P, respectivamente), las
heridas no logran cerrar, incluso cinco dias después de haberlas formado. Ara-C interactiia con
la topoisomerasa I promoviendo la fragmentacion del DNA y, por tal motivo, es un importante
inhibidor del ciclo celular. Las heridas tratadas con trombina y Ara-C (T+A), permanecieron
abiertas hasta el dia cinco, después de haberlas formado. Aunque el inhibidor Ara-C promueve la
fragmentacion del DNA, no interviene en la sintesis del RNA. Ademas, las vias de senalizacién
que promueven la migracién, mediante los PARs, no estan afectadas por la actividad nuclear, de
manera directa ( , ; , ; , ), por lo que Ara-C sélo
podria estar afectando a la proliferaciéon celular. Esto claramente sugiere que la trombina promueve
el cierre de las heridas tisulares a través de la proliferacion celular y no de la migracion.

Por otra parte, el medio condicionado por las células del EPR (MC) se obtuvo a partir de la
estimulacién de un cultivo de la linea celular del EPR, ARPE-19, con 2 U/uL de trombina. Se
sabe que la trombina provoca la liberacion de citocinas y factores de crecimiento en la células del
EPR, que provocan la migracién autdcrina de éstas ( , ). Para saber si las
citocinas y los factores de crecimiento que las células del EPR secretan promueven la migracion o
la proliferacion de las células de Miiller, como un efecto de secrecion paracrina, se utilizé el medio
condicionado por las células del EPR (MC) en los experimentos de Wound Healing. E1 MC no fue
capaz de provocar el cierre de las heridas ni con cinco dias de estimulo continuo (figura 4.5 (MC)).
Lo anterior, descarta la posibilidad de que la proliferacién de las células gliales de Miiller se deba,
en parte, al efecto secundario que causa la interaccion de la trombina con el EPR.

Ya se ha mencionado que el dano nervioso provoca la reactivaciéon de la glia que responde
proliferando, migrando, con cambios morfoldgicos, entre otras respuestas ( , ;

, ). El dano, sea quimico, mecénico o infeccioso, es percibido por la glia en general (

, ) v, en las células gliales de Miiller, se han descrito receptores que detectan el dano
para responder en consecuencia ( , ); cuando esto ocurre, la glia de Miiller secreta
citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento ( , ). Los experimentos de Wound
Healing, con el marcador de proliferacién celular Ki-67, no mostraron ninguna preferencia por las
células gliales de Miiller a proliferar solo en los limites de las heridas, en contraste, la proliferacion
es generalizada. Esto indica que la secrecién de los factores que promueven la proliferacion no
ocurre de manera yuxtacrina, si acaso, la liberacion de estos factores ocurre como una respuesta

paracrina de factores que se difunden en el medio extracelular.
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CAPITULO 5. DISCUSION



Capitulo 6
Conclusion

Los resultados presentados en este trabajo demuestran que las células gliales de Miiller son
capaces de expresar a los cuatro receptores activados por proteasas (PAR1, PAR2, PAR3 y PARA4).
Aunque la respuesta y la via de senalizacion especificas para cada uno de estos receptores aun
tienen que ser esclarecidas, este trabajo también demuestra que la glia de Miiller responde de
manera especifica a la trombina. Lo anterior permite afirmar que por lo menos uno de los PARs
esta involucrado en la respuesta a la proliferacién que la trombina provoca.

La glia de Miiller es muy sensible a la activaciéon por la trombina, tomando en cuenta el efecto
en la migracién como la respuesta generada (EC50=0.863 nM). Particularmente interesante, es el
hecho de que concentraciones cada vez méas altas de trombina no generan una mayor respuesta. No
obstante, la magnitud de la migracion es claramente dependiente del tiempo del estimulo.

En este trabajo queda demostrado que la trombina provoca la proliferacién celular, pero no la
migracion. Este es un punto importante por dos razones. La primera es que, en general, la glia
se acumula en las zonas de dafio tisular por dos mecanismos: la migraciéon y la proliferacion. Es
claro que la reactivaciéon promovida por la trombina soélo provoca la proliferacion en la glia de
Miiller. Esto es relevante para entender la participacién de la glia de Miller en la formacion de
las membranas epirretinales que ocurren en la VRP. El otro punto importante es que, a diferencia
de las células del EPR, en las cuales, la trombina parece tener un efecto pleiotrépico, provocando
asi, la migracion, la proliferacién y la modificacién morfolégica (durante la transicién epitelio-
mesénquima), en el caso de la glia de Miiller, el efecto parece sélo conducirse por alguna via
relacionada con la proliferacién (la activacion de la via G;/PI3K, por ejemplo). No es insensato
considerar, por tanto, que existe un efecto de senalizacién convergente por parte de los PARs
activados por proteasas (PAR 1,2 y 3), como sucede en la activacién plaquetaria a través de los
receptores PAR1 y PAR4, en humanos, o PAR3 y PAR4 ratones ( , :

, 2000).

Por ultimo, las células positivas para el marcador Ki-67 demuestran que el dano mecanico
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provocado por una herida en las células de Miiller, no promueve la migracién por un efecto de
secrecién yuxtacrina por parte de las mismas células. En contraste, el factor que provoque la
proliferacion en la células es facilmente difundido por el liquido intersticial, probablemente.
Tomados juntos estos resultados, a la luz de lo que se ha publicado sobre la actividad de la
trombina durante la VRP y su efecto en el epitelio pigmentado ( , ;
, ; , ), es pertinente afirmar que la trombina es un factor crucial
en el desarrollo de la VRP. De este modo, la trombina y sus efectores involucrados, son candidatos
para convertirse en dianas de farmacos disenados para el control de enfermedades proliferativas,

como la VRP.
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