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Resumen

El epitelio pigmentario de la retina (EPR) es el tejido implicado en la supervivencia y
funcién de los fotorreceptores y de la coroides. Estudios previos “in vivo” e “in vitro” han
demostrado que el estrés oxidativo inducido por consumo de alcohol genera especies reactivas
de oxigeno (ROS), activando vias de sefalizacidn celular como son la inflamacién, muerte
celular o autofagia en otros tejidos. En este trabajo se estudiard en condiciones “in vitro” la
respuesta de las células ARPE-19, modelo celular de RPE, a la exposicién crénica de etanol
(EtOH). Para ello se estudiara la viabilidad celular, generacién de ROS, expresién génica y
proteica de marcadores de estrés oxidativo e inflamacién, asi como la integridad de las
uniones intercelulares (Tight Junctions, TJ).
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Abstract

The Retinal Pigment Epithelium (RPE) is a tissue involved in the survival and function
of photoreceptors and choroid. Previous studies “in vivo” and “in vitro” have shown that
oxidative stress is induced by ethanol (EtOH), it generates Reactive Oxygen Species (ROS)
activating cellular signalling pathways such as, inflammation, cell death or autophagy in other
tissues. We are going to study “in vitro” ARPE-19 cells response, a cellular model of RPE, at the
chronic exposure to EtOH. Therefore, cell viability, ROS generation, gene and protein
expression of oxidative stress and inflammation markers, and the tight junction (TJ) integrity in
these cells will be investigated.
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l. INTRODUCCION




. INTRODUCCION

1.1 EPIDEMIOLOGIA DE LAS ENFERMEDADES VISUALES

En la actualidad, segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) (1), alrededor de
285 millones de personas en el mundo presentan disfunciones visuales, de los cuales 39
millones se consideran legalmente ciegos y 246 millones presentan baja vision.
Aproximadamente, un 90% de la discapacidad visual mundial se concentra en los paises en vias
de desarrollo y alrededor del 65% de las personas que padecen una disfuncién visual son
mayores de 50 afios.

Segun estudios epidemioldgicos realizados por el National Eye Institute (NEI) en el afio
2010 (2), existe un claro aumento de las enfermedades visuales. Ademas, estas disfunciones
presentan una mayor incidencia en la poblacion blanca y en el género femenino. Sus estudios
retroactivos muestran el aumento de estas enfermedades desde el afio 2000 hasta el afio 2010
y, sus previsiones relacionadas con el deterioro de la visiéon estiman que en el afio 2050 la
poblacién de adultos con trastorno de vision y enfermedades oculares relacionadas con la
edad se triplicara (Figura 1).

Existe una gran variedad disfunciones visuales, situdndose entre las mas comunes las
cataratas, la retinopatia diabética (RD), la degeneracién macular asociada a la edad (DMAE) y
el glaucoma (2). Estas disfunciones se encuentran en constante aumento, ya que con la edad,
la funcidn de los tejidos del ojo se ve deteriorada, propiciando un aumento de la incidencia de
las enfermedades oculares (3). Ademds, la gran prevalencia de la diabetes y otras
enfermedades crdnicas contribuirdn a una poblacidn creciente de personas que experimenten
pérdida de vision (4).
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Figura 1: Previsiones del deterioro de la vision (2010-2030-2050) [Tomada de National Eye Institute. 2016]



1.2 EL OJO HUMANO

1.2.1 Estructura anatémica del ojo humano: El globo ocular

Para entender los procesos que ocurren durante las enfermedades de la retina es
necesario conocer la anatomia y fisiologia del ojo.

El ojo presenta una estructura muy organizada y compleja con un alto grado de
especializacion (5). Ademas, es considerado un drgano inmunoldgicamente privilegiado (6), ya
que ha desarrollado mecanismos moleculares y celulares que limitan la respuesta inmune con
la finalidad de preservar la visidn. Estas caracteristicas dificultan el estudio y la compresidn de
las alteraciones visuales, asi como su posible tratamiento (7).

En un corte lateral del globo ocular se distinguen tres capas: La tunica externa, la tinica
media y la tlnica interna sensorial.

La tunica externa se encuentra formada por colageno. En ella se localiza la cdrnea, de
mayor curvatura que el resto del globo ocular y a través de la cual entra la luz. La cdrnea se
prolonga hacia atras con la esclera, un tejido fibroso denso, blanco y opaco, que rodea y
protege el globo ocular hasta la salida del nervio dptico.

La tunica media, fundamentalmente vascular, es denominada Uvea. En ella se
diferencian: el iris, situado en la parte anterior; el cuerpo ciliar, en la parte intermedia v, la
coroides, en la parte posterior, que se encuentra en contacto con la retina.

La capa mas interna del ojo es la retina, una extensién del sistema nervioso central que
se encuentra conectada al cerebro por el nervio éptico (Figura 2) (8,9,10).
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Figura 2: Anatomia general del ojo [Tomado de Mitchell ENM &Susan J. Marieb, E.N. &
S. Mitchell, 2011. Human Anatomy and Physiology Laboratory Manual. 11th. Pearson
Benjamin Cummings; 2012]



El interior del ojo esta dividido en tres compartimentos:

1. La cdmara anterior, entre la cérnea y el iris, que contiene el humor acuoso

2. La camara posterior, entre el iris, el cuerpo ciliar y el cristalino, que contiene el humor
acuoso.

3. La camara vitrea, entre el cristalino y la retina, que contiene una masa gelatinosa
transparente e incolora llamada humor vitreo o cuerpo vitreo.

Ademas, el ojo rota en su cavidad orbitaria gracias a la accion de seis musculos extrinsecos (9).

1.2.2 La retina

1.2.2.1 Estructura y funcion de la retina

Su estructura es muy compleja tanto anatémica como funcionalmente ya que se
trata de una prolongacién del sistema nervioso central donde comienza el proceso de andlisis
de la informacién luminica (9). Se estima que 80 % de toda la informacién sensorial en los
seres humanos es de origen retinal, lo que indica la importancia de la funcién de la retina por
la capacidad de interactuar con el mundo exterior (11).

La retina se extiende sobre la superficie interna de la parte posterior del globo ocular
hasta el cuerpo ciliar, internamente estd en contacto con el cuerpo vitreo y externamente con
la coroides (9).

De fuera hacia adentro encontramos: el epitelio pigmentario de la retina (EPR); los
segmentos externos de los fotorreceptores (SEF); la parte interna de los receptores (IR); la
membrana externa (ME); la capa nuclear externa de los fotorreceptores (CNEF); la capa
plexiforme externa (CPE), donde las células fotorreceptoras realizan la sinapsis con las
interneuronas; la capa nuclear interna (CNI), que contiene las células bipolares, amacrinas y
horizontales; la capa interna plexiforme, donde las interneuronas realizan la sinapsis con la
capa de células ganglionares (CCG); la capa de fibras nerviosas (CFN) y, la membrana interna
(M1).

Las capas internas de la retina, desde IR hasta IM son denominadas como retina neural
y contienen siete tipos diferentes de neuronas: fotorreceptores (conos y bastones), células
bipolares, células amacrinas, células horizontales, células ganglionares de la retina, asi como
las células de Miiller que forman parte de células de la glia, (Figura 3) (11, 12).

Su complejidad estructural hace que se puedan diferenciar funcionalmente dos partes:
una interna y una externa. La parte interna comprende la capa fotosensible de conos y
bastones, y sus conexiones nerviosas que captan luz y la convierten en impulsos nerviosos
eléctricos, los cuales son transmitidos mediante el nervio dptico.



La parte externa incluye el EPR y su I[dmina basal denominada membrana de Bruch,
ambos mantienen la integridad de la barrera entre la coroides y la retina, también conocida
como barrera hematorretiniana externa, (BHE).
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Figura 3: Vision general de la retina neural. (Tomado de Gray’s anatomy)

La coroides se encuentra entre la retina y la esclerética y constituye la principal fuente
de irrigacion sanguinea de la mitad externa de la retina (13). Comienza en la regién posterior
del ojo, donde es mas gruesa, y finaliza hacia la porcion media en la regién llamada cuerpo
ciliar (8). Estd formada por vasos sanguineos, melanocitos, fibroblastos, células
inmunocompetentes residentes, colageno y tejido conjuntivo. Su funcidn consiste en el
suministro de oxigeno y nutrientes a la retina externa (14).

Ademas, también es capaz de secretar factores relacionados con angiogénesis, como el
factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF) y moléculas relacionadas con la extravasaciéon
y cambios vasomotores. Por otro lado, en ella son sintetizadas muchas metaloproteinasas
(MMPs) y sus inhibidores (TIMPs), lo que se encuentra relacionado directamente con cambios
en la neovascularizacién (14).

La coroides también presenta otra serie de funciones como: absorcidn de luz;
termorregulacion a través de la disipacién de calor; ajustes de la posicién de la retina, por
cambios de espesor de la coroides; modulacion de la presién intraocular (PIO) a través de
control vasomotor del flujo sanguineo y, drenaje del humor acuoso de la camara anterior, a
través de la via uveoescleral (14).

Cambios en la permeabilidad vascular a las proteinas plasmaticas desempefian un
papel en los cambios en el espesor de la coroides (14) y, defectos en la coroides causan
cambios degenerativos y neovascularizacion (8).



1.2.3 EIEPR

1.2.3.1 Estructura del EPR

El EPR fue descrito en el afio 1861 por Rudolf von Kélliker y desde entonces numerosos
investigadores han dedicado sus esfuerzos a caracterizar su anatomia y describir su funcién
(15).

Sus células, de origen neuroectodérmico (13) hexagonales y regulares constituyen una
Unica capa de epitelio cuboidal (12). Las tight junction (TJ, uniones intercelulares estrechas)
entre células del EPR adyacentes dan lugar a una monocapa de células pigmentadas que
forman parte de la BHE (16), una importante barrera fisioldgica a la libre circulacion de
moléculas entre la coroides y los fotorreceptores (11).

El limite interno, también conocido como membrana apical, se interdigita con los SEF.
El limite externo o membrana basolateral, se enfrenta a la membrana de Bruch, la cual separa
el EPR de los capilares fenestrados de la coroides.

En el lado apical de las células del EPR se extiende microvellosidades largas que hacen
contacto directo con los segmentos externos de las células fotorreceptoras. En sus paredes
laterales, las células EPR forman las TJ, adherens y gap junctions. En su parte basal, el EPR
contacta con la membrana de Bruch subyacente, que separa el EPR de la coroides (Figura 4)
(12,17).
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Figura 4: El Epitelio pigmentario de la retina. [Tomada de The Angiogenesis Foundation]



1.2.3.2 Funciones del EPR

1.2.3.2.1 Componente de la barrera hematorretiniana:

El EPR es uno de los tejidos metabdlicamente mas activos del cuerpo humano. Se
encuentra directamente implicado en la visién, ademas la pérdida del EPR da lugar a la atrofia
secundaria de los fotorreceptores adyacentes y de la coroides. Alteraciones en cualquiera de
sus funciones pueden conducir a la degeneracioén de la retina y en la disminucién de la agudeza
visual, pudiendo llegar a la ceguera.

Su funcién principal es formar parte de la barrera hematorretiniana, (BH). La BH,
consiste en una barrera fisioldgica restrictiva que regula el paso de iones, proteinas, y el flujo
de agua dentro y fuera de la retina. Estd compuesta por una parte interna y una parte externa.
El EPR y la membrana de Bruch forman la barrera BHE, mientras que la barrera
hematorretiniana interna (BHI) estd constituida principalmente por las células endoteliales
(18).

La presencia de TJ entre las células del EPR y del endotelio vascular es esencial para el
control estricto del transporte de liquidos y solutos a través de la BH, asi como para prevenir la
entrada de moléculas téxicas y componentes del plasma en la retina. Por lo tanto, el EPR como
componente esta barrera es esencial para la integridad de la retina (13,15), para el correcto
mantenimiento de la de una funcién visual normal.

Ademas, el EPR estabiliza la concentracién de iones en el espacio subrretiniano, lo que
resulta crucial para el mantenimiento de la excitabilidad de los fotorreceptores. El EPR libera
factores inmunosupresores que otorgan a esa zona la clasificacion de espacio
inmunoprivilegiado (Figura 5) (13,16).
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Figura 5: Resumen de las funciones del EPR. (Tomada de Introduction I. The Retinal Pigment Epithelium in Visual
Function. Physiol Rev. 2005;845-81)



El EPR presenta mecanismos de trasporte activo y facilitado de iones y moléculas, lo
que permite el equilibrio del entorno extracelular de la retina externa. Los repliegues en la
zona basal y apical aumentan la superficie celular del EPR, facilitando el transporte activo
(12,16).

Existe un continuo movimiento de fluido entre los compartimentos dentro del ojo, y
entre el ojo y la circulacion sistémica (19). El transporte a través del EPR es bidireccional: Del
espacio subretiniano hacia la coroides, el EPR transporta electrolitos y agua, y de la sangre
hacia los fotorreceptores, el EPR transporta glucosa y otros nutrientes (13).

Transporte del espacio subretiniano (de los receptores) hacia la sangre

En la retina se produce una gran cantidad de agua, debido a la alta actividad
metabdlica de las neuronas y los fotorreceptores. Por otra parte, la PIO genera un movimiento
constante de agua desde el cuerpo vitreo hacia la retina. Estos dos procesos hacen necesaria la
constante eliminacion de agua de la capa interna de la retina hacia la coroides.

El EPR es capaz de promover el flujo de iones y agua desde el espacio subretinal
(situado en el lado apical), hacia la sangre (lado basolateral). Este transporte se realiza gracias
a la energia aportada por la ATPasa Na*/K*. El agua presente dentro de la retina es
transportada por las células gliales de Miiller, mientras que el agua presente en el espacio
subretiniano se elimina a través del EPR. El transporte de productos metabdlicos requiere de
una eficiente regulacion del pH, como es el sistema de transporte del HCO5™ (16).

Transporte de sangre hacia los receptores

El EPR aporta a los fotorreceptores nutrientes como la glucosa, retinol, acido ascérbico
y acidos grasos de la sangre. Este transporte es vital para el mantenimiento de una correcta
funcién visual durante el proceso de fagocitosis de los segmentos externos de los
fotorreceptores (16).

Ademas, el EPR garantiza el suministro de retinal a los fotorreceptores, necesario para el ciclo
visual (13).

La retina se encuentra constantemente expuesta a una gran cantidad de luz y de
oxigeno (20,21), lo que favorece la fotooxidacion (21) y la generacién de una alta produccién
de especies reactivas de oxigeno (ROS) (22).

El EPR es esencial para contrarrestar el estrés oxidativo que ocurre en la retina, y lo
hace a través de dos mecanismos. Primero, el EPR absorbe y filtra la luz. Segundo, el EPR
produce moléculas antioxidantes (13).



En el EPR encontramos dos pigmentos principales: lipofuscina y melanina. La melanina
se encuentra en la cara apical de la célula, mientras que la lipofuscina se encuentra en la zona
basal (23).

La lipofuscina se deriva de los segmentos externos de los fotorreceptores que no han
sido degradados en los lisosomas de la EPR (21), es un producto no degradable que aumenta
con la edad y con el dafio celular, por lo que se considera marcador de senilidad y/o
enfermedad (24).

La melanina, se encuentra en los melanosomas del EPR y en la coroides, absorbe la luz
y elimina los radicales libres ayudando asi a prevenir el dafio foto-oxidativo a los
fotorreceptores y el EPR. Existe una relacidn inversa entre la melanina y lipofuscina en el ojo
humano y, aunque el mecanismo todavia se desconoce, parece que la melanina presentaria un
efecto protector frente a la fotooxidacién (21).

Como antioxidantes enzimdticos, el EPR contiene altos niveles de peroxidasa,
superdxido dismutasa (SOD) y catalasa (13). Como antioxidantes no enzimaticos, el EPR
acumula carotenoides, como la luteina y la zeaxantina que conforman los pigmentos amarillos
maculares presentes en los axones de los conos. Estos son capaces de absorber la luz azul,
protegiendo asi a los fotorreceptores y EPR del dafio fotooxidativo.

Por otro lado, el EPR también contiene antioxidantes como la vitamina E, la vitamina C
y el glutatidn que ayudan a minimizar los dafios (21).

El ciclo visual es una reaccidn enzimatica secuencial para la vitamina A (todo-trans-
retinol) que se produce en la capa externa de la retina, entre los fotorreceptores y el EPR (13),
y es esencial para el mantenimiento de la visidn (Figura 6) (25). Entre las proteinas que
median estas reacciones enzimdticas encontramos la lecitina o retinol aciltransferasa (LRAT) y
la proteina RPE65, especifica del EPR (25).

En los vertebrados la retina contiene dos tipos de fotorreceptores, los conos y los
bastones. Los primeros se encuentran especializados en baja intensidad luminica, mientras
que los segundos funcionan a una alta intensidad visual (25). Su capacidad fotorreceptora se
debe a su contenido en rodopsina (en el caso de los bastones), una proteina transmembrana
que consta de una parte proteica, la opsina y una no proteica derivado de la vitamina A como
es el 11-cis retinal. La opsina es un pigmento visual sensible a la luz que se encuentra unido
covalentemente al cromdforo 11-cis retinal (16).

La fototransducciéon (conversidon de un estimulo luminoso a impulso nervioso) se inicia
con la absorcidn de los fotones por la rodopsina. La absorciéon de la luz cambia la conformacién
de 11-cis-retinal en todo-trans-retinal.



Este se metaboliza en trans-retinol y es transportado al EPR, a través de la circulacion
coroidal o por los segmentos externos de los fotorreceptores (25). En el EPR, el retinol es
reisomerizado por medio de la cis-trans isomerasa en 11-cis-retinal y vuelve de nuevo a los
fotorreceptores (16).

Para el transporte de retinoides entre los compartimentos celulares y la solubilizacion
del retinal y retinol es indispensable la proteina de unidn a interfotorreceptores retinoides
(IRBP) (16).

Como se puede observar, existe una estrecha interdependencia entre los
fotorreceptores, el EPR y la coroides que los alimenta, por lo que en la disfuncidon cualquiera
de estos componentes puede causar disfuncidn secundaria en los otros (23).
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Figura 6: El ciclo visual: La absorcién de luz por los pigmentos visuales provoca la isomerizacion del 11-cis retinal a
todo-trans-retinal, lo que resulta en la fototransduccion. El todo-trans-retinal se libera hacia el citosol por el
transportador unido a ATP especifico de fotorreceptores (ABCA4) y es reducido a todo-trans-retinol por enzimas
deshidrogenasas (RDH8 y RDH12). Este ultimo entra difunde al EPR a través de la membrana basolateral celular, por
el receptor STRA6 donde es esterificado por la lecitina (LRAT) a ésteres todo-trans-retinol, que son almacenados en
los retinosomas. Estos esteres son isomerizados a 11-cis-retinol en una reaccién mediada por la proteina especifica
de ERP de 65kDa (RPE65). El ciclo se completa por la oxidacion del 11-cis-retinol a 11-cis retinal, mediado por la
enzima retinol deshidrogenasa 5 (RDH5), que difunde de nuevo hacia los receptores y se combina con la opsina,
regenerando los pigmentos visuales. [Imagen modificada de Perusek L, Maeda T. Vitamin A Derivatives as
Treatment Options for Retinal Degenerative Diseases. 2013; 2646—66].



Otra funcién del EPR es la fagocitosis de los discos membranosos de los SEF. Se trata
de un mecanismo de renovacién, desde la base de los mismos, esencial para el adecuado
funcionamiento y estructura proteica del retinal y las membranas celulares. A través del
desprendimiento coordinado de dichos segmentos y la formacidn de nuevas extremidades, los
segmentos externos mantienen una longitud constante. Las extremidades desprendidas de los
segmentos externos son fagocitados por el EPR, el cual los digiere y entrega de vuelta a los
fotorreceptores moléculas esenciales, tales como el acido docosahexaenoico y el retinal (13).

Se sabe que el EPR produce y secreta una variedad de factores de crecimiento, asi
como factores esenciales para el mantenimiento de la integridad estructural de la retina y la
coroides, favoreciendo la supervivencia de los fotorreceptores y garantizando una estructura
basica para la circulacién éptima y suministro de nutrientes.

El EPR es capaz de secretar el factor de crecimiento derivado del epitelio pigmentario
(PEDF), VEGF, los factores de crecimiento de fibroblastos (FGF-1, FGF-2 y FGF-5), el factor de
crecimiento transformante-pB, el factor de crecimiento insulinico tipo |, el factor de crecimiento
neuronal (NGF), el factor de crecimiento derivado del cerebro, la neurotropina-3, el factor
neurotrdéfico ciliar, el factor de crecimiento derivado de plaquetas, el factor de crecimiento
derivado del epitelio de la lente, varios miembros de la familia de las interleucinas (ILs),
quimiocinas, el factor de necrosis tumoral a (TNFa), factores estimulantes de colonias, y
diferentes tipos de TIMPs (13).

PEDF y VEGF son considerados los factores mas significativos liberados por el EPR (13)
y, tanto ellos como sus receptores se encuentran directamente relacionados con procesos
angiogénicos, por lo que seran tratados ampliamente a continuacién.

1.2.3.3 Factores de crecimientos derivados del EPR

1.2.3.3.1 PEDF

El PEDF es un miembro multifuncional perteneciente a la superfamilia de las serpinas
(proteinas inhibidoras de serinproteasas). En el afio 1999, Dawson y colaboradores
identificaron el PEDF como un potente factor antiangiogénico enddgeno. El PEDF es una
glicoproteina altamente conservada en mamiferos y contiene un centro activo . Su funcién ha
sido ampliamente estudiada, ya que juega un importante papel en procesos fisiologicos
incluyendo neuroproteccién, angiogénesis, fibrogénesis e inflamacién (26).



El PEDF es codificado por el RNA mensajero (RNAm) SERPINF1 y se encuentra
expresado en gran variedad de drganos, incluyendo el higado, tejido adiposo, ojo, corazon,
rifidn, ovario, testiculo, bazo, musculo esquelético, cerebro y hueso. Esta proteina juega un
papel fundamental en la organogénesis y el mantenimiento homeostatico en érganos y tejidos
adultos, asi como en el desarrollo embrionario y, defectos o una expresién deficiente se
encuentran asociados a enfermedades angiogénicas (26). Ademas, PEDF disminuye con la
edad, por lo que se encuentra considerado como un marcador de células jévenes (27).

En retinas de humanos adultos, el PEDF se encuentra localizado en los fotorreceptores,
la CNI, la CCG, la CPI, la coroides, la cornea endotelial y epitelial, el cuerpo ciliar, el musculo y
las células del EPR (26).

Como ya se ha indicado, en el ojo sano, el EPR secreta PEDF por la zona apical (28),
contribuyendo en el mantenimiento de la retina y la estructura de coroides de dos maneras:
actla como un factor neuroprotector y como un factor antiangiogénico (13)

VEGF fue descrito originalmente como un factor angiogénico y un factor de
vasopermeabilidad (29). En condiciones fisiolégicas, el EPR secreta bajas concentraciones de
VEGF (13) y ha sido demostrado que actua no solo como factor de supervivencia de células
endoteliales, sino también en otros tipos celulares como los fotorreceptores y las células de
Miuiller (29).

La familia de VEGF es considerada uno de los mas potentes moduladores de la biologia
vascular, tanto durante la embriogénesis como en la edad adulta (30).

Se han encontrado y descrito diferentes tipos de VEGF entre ellas destacan VEGF-A,
VEGF-B y VEGF-C (31). Entre estos, el factor mas estudiado, y al que a menudo nos referimos
como VEGF es VEGF-A. Diferencias en el splicing del pre-RNAm dan lugar a diferentes
isofomas entre las que destaca la isoforma VEGF-As6s (34,35,36).

Las sefiales de VEGF “corriente abajo” del endotelio vascular se producen mediante la
unién a 3 receptores de tirosina quinasa. Estos son el receptor del factor de crecimiento
endotelial vascular 1 (VEGFR1, también conocido como FLT-1) y el receptor del factor de
crecimiento endotelial vascular 2 (VEGFR2, también conocido como KDR/Flk-1) (32) vy, el
receptor del factor de crecimiento endotelial vascular 3 (VEGFR3) (30).

En el ojo, la quiescencia endotelial y la funcion de la BH dependen del balance entre el
PEDF y el VEGF (29). La integridad de la BH es modulada por VEGF que presenta su receptor
VEGFR2 orientado en la zona apical (29).

En el ojo sano, el PEDF se secreta en el lado apical del EPR, mientras que la secrecion
del VEGF se lleva a cabo en el lado basolateral. Por lo tanto, el PEDF actua sobre los
fotorreceptores mientras que la mayoria del VEGF secretado actua sobre el endotelio de la
coroides (13).



La angiogénesis, se produce a partir de vasos sanguineos preexistentes. Este proceso
ocurre de manera natural durante el crecimiento y la reparacién de tejidos, proporcionando
un flujo sanguineo constante de gases y nutrientes necesarios, asi como la eliminacion de
productos de desecho (33). Estudios previos han demostrado que con la edad el EPR comienza
a perder su capacidad metabdlica y, los factores de estrés como la luz, la hipoxia y la
inflamacién hacen que la barrera del EPR se vea comprometida. Ademads, estos factores de
estrés dan lugar a un aumento de los factores angiogénicos (34).

Se ha descrito que la sobreproduccidn de VEGF juega un papel esencial en el desarrollo
de la RD y DMAE proliferativas (14, 35, 36, 37, 38, 39, 40) y que tanto el VEGF como las
citocinas proinflamatorias participan en el desarrollo dela DMAE.

Ademas, el equilibrio entre factores proangiogénicos (VEGF) y antiangiogénicos (PEDF) resulta
de suma importancia en el desarrollo de la RD (13).

1.3 ESTRES OXIDATIVO

1.3.1 Generacion de ROS

El estrés oxidativo es inducido por el desequilibrio en los estados redox celulares. Estos
son producidos por una excesiva generacion de ROS o por disfuncion en el sistema
antioxidante (41). Esto fue definido por Sies y colaboradores como “una disrupcion en el
balance pro-oxidante/antioxidante en favor del primero, produciendo un dafio potencial” (42).
En otras palabras, el estrés oxidativo se produce cuando el exceso de radicales libres excede la
capacidad de defensa antioxidante del cuerpo para detoxificarlo (12).

En la mayoria de las células, la mitocondria es la fuente principal de produccién de
ROS. La cadena de transporte electronico mitocondrial se encuentra formada por 5 complejos
enzimaticos, que a su vez se encuentran formados por distintas subunidades. El complejo | es
denominado NADH deshidrogenasa; el complejo Il es el succinato deshidrogenasa; el complejo
lll se encuentra formado por la coenzima-Q-citocromo-c reductasa; el citocromo C oxidasa
forma el complejo IV y, por ultimo, el complejo V se encuentra formado por la ATP sintasa.
Debemos indicar que la capacidad de estas encimas para generar ROS puede verse modificada
en funcién del érgano o en presencia de una enfermedad.

El complejo | es en primera instancia el principal productor de ROS. Otra serie de
enzimas antioxidantes se encuentran acopladas a este proceso, como la SOD, la catalasa, la
glutatién peroxidasa y las ferroxiredocxinas (Figura 7) (41).

Como se ha comentado, el ojo es uno de los tejidos metabdlicamente mas activos y se
encuentra expuesto a altos niveles de luz y de oxigenacion. Estas caracteristicas, favorecen la
produccién de ROS en el EPR y la retina neural. La excesiva acumulacidon de esta especies
contribuye a la patogénesis retinal (22), dando lugar a procesos de peroxidacion lipidica (43),
oxidacion proteica y dafio en el DNA. Estos efectos se encuentran relacionados a su vez con el
dafio mitocondrial que puede resultar en apoptosis o necrosis celular (12)



Se ha demostrado, que cambios en el entorno extracelular de los tejidos, como el
aumento de glucosa (44), etanol (EtOH) (43), luz (45), radiacién ionizante (46), el tabaco (47) o
la reduccién de la actividad enzimatica por la edad (22) dan lugar a estrés oxidativo,
estimulando la produccién de ROS. La acumulacién excesiva de ROS se encuentra relacionada
con una disminucion en la produccidon de enzimas antioxidantes (22). La formaciéon de ROS
también parece encontrarse relacionada con procesos de hipoxia (48), isquemia (49),
presencia de EtOH (50), reorganizacién de actina (51) y migracion celular (43). Por otro lado, se
ha observado que el inicio de actividad angiogénica mediado por células inflamatorias también
parece estar relacionado con la produccién de ROS (46).

HOS 1

Figura 7: Produccidon de ROS. El superdxido (02) se genera a partir 02 como un subproducto de la cadena
respiratoria en las mitocondrias o por NADPH oxidasa. La SOD, el superdxido (02) puede ser transformado en
peroxido de hidrégeno (H202), que puede transformarse en radicales hidroxilo (-OH) y aniones hidroxilo (OH-).

1.3.2. Relacidon entre inflamacion y ROS

La inflamacién es una respuesta adaptativa que se desencadena por estimulos nocivos
y condiciones, tales como la infeccion y el dafo tisular. La inflamacién crénica sistémica se
produce en una amplia variedad de enfermedades, incluyendo la diabetes tipo 2 y
enfermedades cardiovasculares. Sin embargo, esta inflamacidon parece no estar causada por
los instigadores clasicos de inflamacién (lesiones e infecciones), sino con el desequilibrio
homeostatico de uno o varios sistemas fisioldgicos que no estan directamente relacionados
con la defensa del huésped o con un tejido de reparacién (52).

La cascada inflamatoria es considerada una compleja red inmunoldgica, fisioldgica y de
comportamiento en la que los eventos producidos son coordinados por citoquinas, las
moléculas de sefializacidon inmune (53).

1.3.2.1 Liberacion de citoquinas

Como hemos indicado, la inflamacidon forma parte de la respuesta inmunitaria. Esta
iniciada por la liberacion de citoquinas y quimioquinas por las células del sistema inmune con
el fin de reclutar a otras células al lugar donde se ha producido el dafo (54). Existen citoquinas



proinflamatorias como son las ILs 1, 2, 6, y 8 (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8) junto con el TNF-a vy
antiinflamatorias como la IL-10 y en determinadas situaciones IL-6. Las primeras citoquinas de
la cascada inflamatoria son TNF-a y la IL-1B que estimularan la produccion de IL-6 (55).

La produccion de ROS es esencial para la progresion de un proceso inflamatorio, este
ROS es producido por las mismas células anteriormente mencionadas implicadas en llevar a
cabo la respuesta inmune. Por tanto, podemos decir que el ROS generado actla como
molécula sefalizadora y como mediador de la inflamacion (55). Ademas, pueden actuar como
segundos mensajeros modulando factores de transcripcion en una variedad de vias de
sefializacion inflamatoria incluyendo quinasas (MAPK), el factor nuclear kB (NF-kB), y la via de
sefializacion JAK-STAT en diferentes tipos celulares (56).

Existen trabajos que relacionan la produccion de radicales libres en la retina,
concretamente en el EPR, con los procesos inflamatorios y la liberacién de VEGF. Esto ha sido
estudiado en enfermedades como la RD y la DMAE (Figura 8) (52, 53, 54).
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1.3.2.2 Activacion de MMPs

La matriz extracelular (MEC) esta formada por gran cantidad de componentes que se
clasifican en tres grandes grupos: proteoglicanos y glucosaminoglicanos, proteinas
estructurales (colageno y elastina), y proteinas de adhesion (fibronectina y laminina) (60). Tal
variedad de componentes se encuentran interconectados y requieren una familia de proteasas
denominadas MMPs de la MEC, que se encuentran implicadas tanto en procesos fisioldgicos
como patoldgicos e intervienen en la rotura de la MEC. Las MMP constituyen una familia de
endopeptidasas dependientes de zinc (60) capaces de degradar de forma bastante selectiva los
componentes de la membrana basal y de la MEC. Entre sus funciones se encuentran las de
participar en los procesos de neoformacién vascular y la eliminacién de tales restos celulares;
igualmente, tienen un papel muy destacado en los procesos degenerativos y en los tumores
(61).

Se han descrito 25 miembros de la familia MMP, que se clasifican en cuatro subfamilias (60):

1) Colagenasas (MMP-1, 8 y 13) que hidrolizan el colageno intersticial.

2) Gelatinasas (MMP-2 y 9) que hidrolizan el coldgeno desnaturalizado y algunas
proteinas no fibrilares.

3) Lafamilia de la estromelisina (MMP-3, 7, 10, 11y 12).

4) Las MMPs unidas a membranas (MMP-14, 15, 16 y 17).

Se ha observado la presencia de MMPs, concretamente MMP-1, MMP-3 y MMP-9, en
la matriz situada entre los fotorreceptores; posteriormente se confirmo que la presencia de la
MMP-2 aumenta tras la exposicidn a la luz. La participacion de estas proteasas en los procesos
fototodxicos (61)

Los inhibidores tisulares enddgenos de las MMP, TIMPs reducen la degradacion
proteolitica excesiva de la MEC. Son proteasas extracelulares requeridas en numerosos
procesos relacionados con el desarrollo, la regeneracion y la enfermedad. La degradacién de la
MEC es crucial para el crecimiento tumoral maligno, invasidn, metastasis y angiogénesis (60).

1.3.3 Relacion entre hipoxia y ROS

La hipoxia se define como el umbral donde la concentracion de oxigeno es limitante
para los procesos celulares normales. Esto es debido a que el oxigeno es un factor esencial en
los procesos metabdlicos incluyendo la produccidn de ATP (energia). Un suplemento
inadecuado de oxigeno cambiaria el estado metabdlico, asi como muchas otras funciones
importantes en las células afectadas.

La exposicidon a hipoxia también puede inducir modificaciones en los niveles de
especies reactivas de oxigeno en el organismo, generando un aumento de ROS (62).



Se ha observado que el factor de hipoxia inducible (HIF-1) se encuentra estrechamente
relacionado con el VEGF y este, a su vez con distintos factores de crecimiento, oncogenes
activados (por ejemplo, Ras) asi como a distintas citoquinas (IL-1-a y IL-6), p53 mutado,
estrogenos y oxido nitrico (NO) (14).

Al igual que ocurre con los procesos inflamatorios, se ha demostrado que existe un
aumento de marcadores de hipoxia en muchas de las enfermedades de la retina que
finalmente desencadenan procesos angiogénicos (Figura 9) (58, 59).
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Figura 9: EpiphaNet mapa interactivo para la angiogénesis, la autofagia, y relacionada con la degeneracion
macular asociada a la edad (DMAE) [Tomada de Blasiak J, Petrovski G, Ver-b Z, Facsk- A, Kaarniranta K. Oxidative
stress, hypoxia, and autophagy in the neovascular processes of age-related macular degeneration. Biomed Res Int.
2014;2014]

1.3.4 Angiogénesis mediada por ROS

La generacion de ROS juega un papel critico en el desarrollo de la angiogénesis. Bajos
niveles de ROS en respuesta a diferentes estimulos propicia el inicio de la angiogénesis, pero el
ROS generado también es capaz de actuar como segundo mensajero en vias de sefializacion
antiangiogénicas. Esto genera un conflicto a la hora de describir los factores angiogénicos y
antiangiogénicos, ya que la dosis de ROS y el tiempo de exposicién asi como los procesos redox
celulares son criticos para determinar la respuesta celular.

Por otra parte, esta produccion de ROS no solo parece estar implicada en el inicio de la
angiogénesis, sino que también presentaria un papel crucial en el desencadenamiento de
sefales intracelulares durante esta (46).
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1.3.4.1 Papel del VEGF y VEGFRs

Hasta el momento se han identificado 4 receptores diferentes a los que se pueden unir
los miembros de la familia de VEGF. Tres de ellos, VEGFR1, VEGFR2 y VEGFR3 son receptores
del tipo tirosina quinasa vy, el cuarto, neuropilina-1 (NP1), es una proteina transmembrana sin
actividad tirosina quinasa.

Los receptores VEGFR1 y VEGFR2 son proteinas de membrana con siete dominios de
similitud a inmunoglobulina en su parte extracelular, una Unica regién transmembrana
hidrofdbica y una secuencia consenso tirosina quinasa en su parte citoplasmatica, que a su vez
presenta la inserciéon de un dominio sin actividad catalitica.

Hay evidencias que apuntan a que la principal funcién del receptor VEGFR1 en el
adulto es la de ser un regulador negativo de VEGFR2. Sin embargo, se ha observado que
VEGFR1 es capaz de transmitir seiales en respuesta a VEGF.

La mayoria de respuestas biolégicas de VEGF tienen lugar tras la unidon a VEGFR2. Al
unirse, este receptor dimeriza y se activa mediante transfosforilacién de los residuos situados
en el dominio citoplasmatico cinasa. Tras su activacion se asocia a diferentes proteinas con
dominios SH2, como son Grb2, Nck, Shc y las proteinas fosfatasa SHP1 y SHP2 (65). VEGF
estimula la produccidn de superdxidos via Rac-1, dependiente de la activacion del NADPH
oxidasa cuando el VEGF se une a VEGFR2.

El ROS producido por la NADPH oxigenasa inactiva las proteinas tirosina quinasas
fosfatasas, que regulan negativamente VEGFR2. Se produce la autofosforilacion de VEGFR2 y la
sefializacion de VEGF da lugar a la proliferacién y migracidon de células endoteliales. En primer
lugar, VEGF induce la expresiéon del manganeso superdxido dismutasa (MnSOD) via NADPH
oxidasa.

La sobreexpresion de MnSOD aumenta el H,0, mitocondrial, que activa la kinasa-3-
fosfatidilinositol (P13K), activando sefales “downstream”, incluyendo Akt. Ademas, también se
activan otras vias de sefializacién de cascada como las proteinas kinasas activadas por
mitégeno (MAP kinasas), (Figura 10) (31, 41).
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Figura 10: Familia de los miembros de VEGF y los receptores de tirosinokinasa en el endotelio y la activacion de
las cascadas de sefalizacién. VEGFR2 y VEGFR3 son considerados los mayores reguladores de la formacién de vasos
sanguineos y linfaticos bajo el efecto de VEGF. VEGFR1 parece mediar acciones especificas de union a ligando,
existiendo ademas como un receptor soluble que activa como regulador negativo de la angiogénesis. Quiza, la
activacion de VEGFR1 por PIGF y VEGFB estimula el crecimiento vascular. Ademads, VEGFR1 media la quimiotacsis de
monocitos. VEGF-C y VEGF-E son procesados proteoliticamente a sus formas maduras, lo que permite su unién a
VEGFR2. DAG: diacilglicerol; Enos: oxidonitrico sintetasa; EPC: Precursor endotelial celular; IP3: Inositol tirfosfato;
MAPK: Proteinkinasa activada por mitégeno; NO: Oxido nitrico; NPR: Neurofilina; PGI2: Prostaciclina; PKC:
Proteinkinasa C; PCL; fosfolipasa gamma. [Y. Herttuala et al. Vascular Endothelial Growth Factors. Biology and
Current Status of Clinical Applications in Cardiovascular Medicine. } Am Coll Cardiol. 2007;49(10):1015-26.]

1.3.4.2 Otras vias de activacién de la angiogénesis:

Como ya se ha comentado en los apartados anteriores, tanto la hipoxia y como la
inflamacién dan lugar a la activacién de procesos angiogénicos (49, 50, 51, 53, 57) .

Ademas del VEGF, existen distintas moléculas implicadas en la regulacion de la
angiogénesis, incluyendo al factor acido de crecimiento de fibroblastos (FGFa), FGF basico
(FGFb), factor de crecimiento transformante alfa y B (TGF-a y TGF-B), factor de crecimiento de
hepatocitos (HGF), TNF-a, angiogenina, IL-8 y las angiopoietinas (Ang-1 y -2) (8), factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), VEGF derivado de la glandula enddcrina (EG-
VEGF), leptina, las prostaglandinas, lipidos, entre otros, algunos de ellos como el TGF-a y FGFb,
actuando al menos en parte, regulando la expresién del VEGF, (Figura 11) (41, 61).

Existen alrededor de 19 miembros de la familia FGF (67) que participan en diferentes
procesos como inflamacion, reparacion y regeneracion. FGR-2, comunmente conocido como
FGFb, se encuentra implicado en el reclutamiento de células inflamatorias en la cicatrizacion
de heridas. Ademas, las sefiales generadas por FGF-2 pueden estar implicadas en la migracion
celular endotelial. También, dentro de esta familia encontramos el factor de crecimiento de
queratinocitos o FGF-7 que contribuye a la regeneracion epitelial (68).
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El HGF, es otro de los factores de crecimiento relacionado con actividad
antiinflamatoria en drganos dafiados. Por ejemplo, es capaz de atenuar la respuesta renal
inflamatoria y proteger el higado y los pulmones de los dafios provocados por procesos
inflamatorios (69).

El TGF-B presenta tres isoformas, que se encuentran implicadas en procesos
fisiolégicos como el desarrollo embrioldgico, el control de la inmunidad y el mantenimiento de
la homeostasis epitelial (70). Para su activaciéon se requiere la participacion de la proteina
asociada a latencia (LAP), se une a la regién C-terminal (71)

Otra de las proteinas que se encuentra fuertemente asociada a la regulacién de la
angiogénesis es la trombospodina-1 (TSP-1). La TSP-1 es una glicoproteina de MEC que posee
multiples dominios funcionales a los que se han atribuido diferentes actividades bioldgicas
(72). Entre estas actividades cabe resaltar que es considerado es un potente inhibidor de la
angiogénesis (73).

No debemos olvidar, mencionar el activador de plasminégeno tipo urokinasa (uPA),
capaz de unirse al receptor de urokinasa (uPAR). Numerosos estudios afirman que uPAR se
encuentra implicado en diferentes procesos inflamatorios.

Se ha observado, que las células del musculo liso vascular son capaces de expresar este
receptor y, ademas también sea visto implicado en remodelacidn y regeneracién tisular (74).

Entre los inhibidores enddgenos de la angiogénesis encontramos la angiostatina, que
resulta de la degradacidn de plasmindgeno, la endostatina que es un fragmento criptico de la
colagena XVIII y, otros inhibidores endégenos de la MEC como la tumstatina, vasostatina y
vasoinhibina (75)
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Figura 11: Vias de sefializacion reguladas por NADPH oxidasa activada por ROS que conducen a la angiogénesis. El
factor de crecimiento se une a su receptor, que conduce a la translocacién de la GTPasa Rac-1, que estimula la
produccién de ROS por la NADPH oxidasa. Este ROS inactiva negativamente la regulacién de las proteinas tirosino
kinasas fosfatasas (PTP-SH—>PTP-SOH) que produce una mayor autofosforilacién del receptor. Se activan multiples
vias de sefializacion que dan lugar a la activacidn de la angiogénesis. [Editor S, Gefen A, Aviv R. Mechanical and
Chemical Signaling in Angiogenesis, Studies in Mechanobiology, Tissue Engineering and Biomaterials. C. A. Rein.
Springer-Verlag Berlin Heidelberg; 2013.]
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1.3.5 Alteracion de las uniones intercelulares TJs por ROS

Las TJs forman una barrera al movimiento de sustancias en el espacio paracelular,
limitando el paso de sustancias entre la membrana basal y la membrana basolateral. Se han
identificado tres proteinas transmembrana en las TJ: ocludinas, claudinas y moléculas de
adhesién. Entre estas, la ocludina parece ser la mas importante y, por ello ha sido
ampliamente caracterizada (Figura 12) (71, 72).

La ocludina, se une a miembros de la familia de zénula ocludens (Z0-1,20-2,Z20-3) (78)
mediante su extremo C-Terminal y la interaccidn con estas proteinas parece ser crucial en el
ensamblaje de las TJ, asi como en el mantenimiento de la funcién de la barrera.

Estudios recientes muestran que el estrés oxidativo es capaz de interferir en la
integridad de la barrera ya que afecta de manera negativa a las TJ del EPR induciendo, entre
otras cosas, la disociacion entre la ocludina y ZO-1 (76). Por otro lado, existen estudios que
aseguran que la expresion de ZO-1 disminuye en condiciones de hipoxia (Figura 13) (52, 73).

RPE cell

Apical

Zonula occludens

Zonula adherens

Basal
Figura 12: Representacion esquematica del complejo de uniones apicales en células epiteliales. Zonula occludens
comprende las uniones estrechas constituidos por miembros de la familias claudina transmembrana, oclusion, y
proteinas de adhesidon de unién (JAM). Proteinas citoplasmaticas como ZO y PAR3,6 se encuentran vinculadas al
citoesqueleto.PKC fosforila estas proteinas y, por lo tanto, interviene en la fomacion de complejos de unidn
apicales. [Tomada de S Omri et al. The outer limiting membrane (OLM) revisited: clinical implications. Clin
Ophthalmol. 2010;4:183-95]
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Figure 13: Respuestas en las células del EPR inducidas por ROS. Resumen esquematico de las vias de sefializacion
producidas en el RPE bajo condiciones de ROS. [Tomada y modificada de Mateos M V et al. Ophthalmology and
Clinical Research Inflammation and Oxidative Stress in Retinal Diseases: The Role of Intracellular Signaling in the
Retinal Pigment Epithelium. ClinMed. 2015]

1.4 CONSUMO DE ALCOHOL Y DEGENERACION DE LA RETINA

El consumo de alcohol es un factor de riesgo de muerte importante a nivel mundial ya
que el consumo de este conduce a mas de 60 enfermedades diferentes (79). De hecho, la
dependencia al alcohol se correlaciona con un amplio espectro de enfermedades, psicoldgicas,
de comportamiento y problemas sociales (80). El alcohol se ha convertido en la droga adictiva
mas aceptada socialmente en todo el mundo (81), teniendo como resultado el dafio y
deterioro funcional de muchos érganos del cuerpo.

Pero el consumo de alcohol no sélo supone un problema importante de salud sino
también una carga econdmica debido al aumento de costes que generan las enfermedades
cronicas asociadas a este, tales como enfermedades del corazén, accidente cerebrovascular,
enfermedad hepdtica, cancer, enfermedades respiratorias crénicas, diabetes mellitus y
enfermedad de los huesos (76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83).

Que el consumo agudo y crénico de EtOH aumenta la produccion de ROS se ha
demostrado en una variedad de sistemas, células, y diferentes especies, incluyendo los seres
humanos (89).
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Recientemente, el grupo de investigacion donde se ha realizado este trabajo ha
demostrado que el EtOH puede ser metabolizado por las células del EPR humanas en
condiciones “in vitro” aumentando la produccidon de ROS (43,50). Esta generacidn de radicales
libres se corresponde por una disminucién de la supervivencia celular y esta causada en gran
medida por la actividad del citocromo 2E1 (CYP2E1), isoforma del citocromo P450.

El CYP2E1 es considerado el mayor componente del sistema microsomal de la
oxidacion de etanol (MEOS) (90). CYP2E1 presentaria un papel protector a bajas
concentraciones de EtOH, mientras que concentraciones superiores resultarian nocivas. Estos
datos refuerzan el papel protector del EPR y sugiere la implicacién de CYP2E1 en la vision (50).

El consumo de alcohol, asi como la hiperglucemia, esta implicado en el desarrollo de
enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo, ya que reduce los niveles de antioxidantes
aumentando la generacidn de ROS (90). Este efecto nocivo se ha observado en diferentes
érganos, entre los que se encuentra el intestino o el cerebro (91), en los que el EtOH afecta
directamente a la integridad de la barrera epitelial y endotelial.

Existen diferentes estudios que relacionan directamente el consumo de drogas con
enfermedades oculares. Entre estos estudios encontramos a algunos que afirman que existe
una mayor predisposicion a padecer DMAE en personas fumadoras (42,87), asi como un
potente factor de riesgo para la neovascularizacién de la coroides. Este Ultimo estudio indica,
ademads que el consumo de tabaco daria lugar a un proceso ocular inflamatorio produciendo
efectos adversos en la neovascularizacion, siendo necesarios estudios adicionales para
dilucidar esta conexién (93).

Con respecto a la implicacién del EtOH en enfermedades oculares el grupo de
investigacion donde se realizd este trabajo encontré evidencias de que el consumo de EtOH es
capaz de producir estrés oxidativo, un incremento de la autofagia y mitofagia alterando la
perioxidacion lipidica en el EPR y afectando asi al ciclo visual (43). Todo ello correlacionado con
el aumento de la sefializacion celular mediante la liberacién de exosomas (94). Todos estos
resultados sugieren que podria existir una retinopatia alcohdlica no descrita hasta la fecha.

1.5 MODELOS CELULARES PARA EL ESTUDIO DEL EPR

Debido a la dificultad que presenta la realizacidon de ensayos “in vivo” resulta necesario
recurrir a los estudios “in vitro”, ya que estos ofrecen ciertas ventajas practicas, como la
necesidad de un menor espacio de trabajo y abaratamiento de costes.

Existen diferentes tipos celulares y, también se pueden diferenciar segun las técnicas
empleadas para su generacion. Los modelos celulares mas utilizados generalmente en los
laboratorios, son las lineas celulares inmortalizadas. Estas son lineas celulares que presentan
una capacidad proliferativa aumentada o ilimitada, mostrando una mayor tasa de renovacion.



Por otro lado, encontramos los cultivos primarios. Se llama cultivo primario a la
obtencién de células a partir de un trozo de tejido. Estos siempre van a ser mas parecidos a la
realidad pudiendo recrear un entorno mas fiel al fisioldgico. Pero estos cultivos tienen grandes
limitaciones experimentales que sumadas a la disponibilidad limitada y su heterogeneidad
entre donantes hace dificil trabajar con ellas (95).

Algunas de los cultivos primarios de epitelio pigmentario derivan de bancos de células
y/o de donaciones de fallecidos, como las células de epitelio pigmentario humano
criopreservadas. Por otro lado, existen cultivos primarios de células animales como ratones,
ratas, cerdos o conejos (95).

Hasta la fecha se ha producido una gran variedad de lineas celulares de epitelio
pigmentario de la retina (12). Algunos de estos modelos celulares de transformacion
espontanean son las lineas H80HrPE-6, ARPE-19, D407 y RPE-340. Entre las lineas celulares
inmortalizadas encontramos la linea hTERT-RPE-1 derivada de la linea celular RPE-340. Las
lineas celulares h1RPE-7 y h1RPE-116 fueron generadas a parir de una mujer de 50 afios
mediante la transfeccion a las células de un plasmido que contenia el antigeno T SV40. Estas
células no presentan una resistencia eléctrica transepitelial (TER) normal y han sido empleadas
en pocos estudios (95).

Por otra parte, un enfoque alternativo para la obtencion de células de RPE consiste en
generarlas desde células madre pluripotentes humanas (hPSCs) del propio paciente, ya sea a
partir de células madre adultas o de células madre pluripotentes inducidas (iPSCs).

Actualmente, existe una gran cantidad de protocolos para el establecimiento de
células iPSC provenientes del EPR (iPSC-RPE) que estan siendo mejorados. Esto ha generado
una considerable expectacion debido al potencial que presentan estas células para el
desarrollo de modelos bioldgicos in vitro (12).

Existen estudios, como el realizado por el grupo de la doctora Valeria Canto-Soler en
el ano 2015, en el Wilmer Eye Institute, con células iPSCs, en el que queda demostrada su alta
capacidad auténoma para la recapitulacién espaciotemporal de cada una de las etapas
principales del desarrollo de la retina observadas “in vivo”, y su potencial para la formacion
tridimensional de los vasos sanguineos retinianos que contengan todos los tipos celulares de la
retina, asi como su disposicidén en las capas celulares adecuadas. Ademas, los fotorreceptores
generados logran alcanzar una cierta madurez, ya que presentan segmentos externos a medio
formar, ademas de cierta fotosensibilidad. Este hecho, nos acerca un poco mds a la posibilidad
del empleo de las iPSCs en enfermedades oculares y abre un camino hacia la posibilidad de
terapias futuras (96).



1.5.1 ARPE-19 como modelo celular de EPR

La ARPE-19 es una linea celular de EPR humano aparecida espontdaneamente, derivada
en 1986 a partir de ojos normales de un donante vardn de 19 afios (97). Estas células expresan
marcadores especificos del EPR, como la proteina RPE65 y la proteina de unidn a retinaldehido
celular, CRALBP (97). La velocidad de crecimiento de las células ARPE-19 en el medio de cultivo
con suero (DMEM/F12 + 10% de FBS) es de aproximadamente 1 doblaje/48 h y el nimero total
de pases es superior a 100. Las células ARPE-19 parecen presentar un fenotipo normal y crecen
a un ritmo estable. Ademas, son capaces de forman mono capas estables, las cuales presentan
polaridad morfoldgica y funcional (97)

células ARPE-19 han sido empleadas en estudios de estrés oxidativo, vias de
sefializacion celular, estudio de toxicidad celular por drogas (95), autofagia, inflamacion (12) y
enfermedades como la DMAE, la RD o la retinitis pigmentosa, entre otras.
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Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El desarrollo de enfermedades de la retina como la DMAE o RD tiene en comun el
aumento de estrés oxidativo. Este aumento de ROS tiene como respuesta la activacion de la
angiogénesis y/o neovascularizacién en las células de la coroides dando lugar a una disfuncion
de la retina y en consecuencia a la pérdida de la vision.

Estudios previos demuestran que el consumo de alcohol aumenta el estrés oxidativo
en la retina generando un desequilibrio en la respuesta antioxidante celular. Teniendo en
cuenta estos resultados, el presente trabajo pretende identificar las rutas de sefializacién
celular mediadas por la exposicidn crénica al alcohol y su posible implicacién en los procesos
angiogénicos y/o de neovascularizacién.

Por tanto, proponemos la siguiente hipétesis:

El consumo crdénico de alcohol activaria una cascada inflamatoria en células del EPR
teniendo como resultado el aumento de marcadores angiogénicos.

Como objetivo general proponemos demostrar que el etanol se encuentra implicado
en procesos patoldgicos asociados a la retina, aumentando el estrés oxidativo y provocando un
desequilibrio en el mantenimiento de la estabilidad vascular coroidal.

Los siguientes puntos fueron fijados como objetivos especificos:

1. Estudio de la viabilidad celular y el estrés oxidativo producido por el tratamiento crénico de
etanol en la linea celular humana, ARPE-19.

2. Estudio de la modificacion de los marcadores proangiogénicos y antiangiogénicos liberados
por las células ARPE-19 bajo condiciones de alcoholismo crénico.

3. Determinacién de la concentracién de las MMPs tanto en condiciones control (no expuestas
al EtOH) como tras el tratamiento, asi como las modificaciones que este tratamiento provoca
sobre la expresidn de las mismas.

4. Estudio de la estabilidad de las uniones intercelulares, TJ entre las células ARPE-19 tras el
tratamiento crénico con EtOH.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 SIEMBRA, CULTIVO CELULAR Y TRATAMIENTO

Las células ARPE-19 fueron cultivadas de acuerdo con el protocolo establecido por el
proveedor (American Type Culture Collection [ATCC]). Las células fueron cultivadas en
Dulbecco’s modified Eagle’s medium/nutrient mixture F12, DMEM/F12, suplementado con 5
mM de HEPES buffer, 7.5% NaHCO3, 10% suero bovino fetal inactivado, FBSi, un 1%
penicilina/estreptomicina y 1% de anfotericina (Fisher Scientific). Las células se mantuvieron
en el incubador a humedad y temperatura dptima, 37°Cy 5% de CO,. Se sembrd a una
densidad de 20.0000 células por centimetro cuadrado. Dos dias después de ser sembradas, las
células fueron tratadas con diferentes concentraciones de EtOH (Bisolve), sin suero en el
medio de cultivo, durante 24 horas. Todos los experimentos fueron realizados con un grupo
control, es decir, células sembradas y cultivadas a las mismas condiciones excepto el
tratamiento con etanol, que estas no llevaban.

3.2 VIABILIDAD CELULAR

Para los estudios de viabilidad celular se empleé el kit de XTT, (Cell Proliferation Kit Il;
Roche). Este mide la viabilidad celular en funcién de la actividad mitocondrial. El ensayo se
basa en la escisidn de la sal de tetrazolio XTT en presencia de un reactivo de acoplamiento de
electrones, produciendo una sal de formazan soluble. Esta conversién se produce sélo en
células viables.

Las células fueron sembradas en placas de cultivo de 96 pocillos. La densidad utilizada
fue de 20.000 células por centimetro cuadrado. Tras 24h de cultivo, se procedid a tratarlas con
concentraciones crecientes de EtOH 200, 400, 600, 800 y 1200 mM durante 24 horas.

Tras el tratamiento las células fueron incubadas con el XTT de acuerdo al manual del
fabricante. Una vez desarrollada el reactivo XTT a una concentracién de 0.3 mg/ml (Mezcla los
reactivos del kit) en el medio de cultivo, se procedié a afiadir la mezcla a todos los pocillos y se
incubd durante 4 horas en el incubador (37°C). Tras este periodo en el que se forman los
cristales de formazan, se procedié a la cuantificacién de la absorbancia a 550 nm se realizé
mediante un lector de placas Victor X5 (Perkin). Los resultados obtenidos se expresaron en
porcentaje respecto al grupo control (sin tratamiento con etanol) para su normalizacién. El
ensayo se repitid tres veces de manera independiente, es decir tres réplicas del experimento.
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3.3 DETERMINACION DE LOS NIVELES DE ROS

Se midieron los niveles de ROS intracelular usando una sonda capaz de emitir
fluorescencia. El diacetato de 2'7'-diclorodihidrofluoresceina, H2DCFDA (Santa Cruz
Biotechnology) que se convierte en un derivado no fluorescente (H2DCF) por las esterasas
intracelulares. Esta molécula puede ser oxidada por los ROS intracelulares produciendo
diclorofluoresceina (DCF), el cual presenta fluorescencia.

Las células fueron sembradas en placas de cultivo de 96 pocillos con la superficie
tratada. La densidad utilizada fue de 20.000 células por centimetro cuadrado. Tras 48h en
cultivo, se procedié a tratarlas con concentraciones crecientes de EtOH 200, 400, 600, 800 y
1200 mM durante 24 horas.

Tras esto, las células ARPE-19 se lavaron dos veces con tampdn fosfato (PBS) y se
incuban con 15 uM de H2DCFDA (diluido en medio de cultivo) durante 15 min en el incubador
a 379C. La produccién de ROS intracelular se mide por fluorescencia con el lector de placas,
Victor X5 (Perkin). Para ello se excité a una longitud de onda de 485 nm y a 530 nm de emision.
Los resultados obtenidos se expresaron en porcentaje respecto al grupo control (sin
tratamiento con etanol). Ademads, para su normalizacion se relativizd con los niveles de
viabilidad celular. El ensayo se repitid tres veces de manera independiente, es decir tres
réplicas del experimento.

3.4 ARRAY DE ANGIOGENESIS

Para medir los marcadores angiogénicos y antiangiogénicos en las células ARPE-19 tras
la exposicion con EtOH, se utilizé el Human Angiogenesis Antibody Array (R&D Systems).

Brevemente, este kit proporciona una herramienta rapida, sensible para detectar
simultaneamente los niveles relativos de 55 proteinas relacionadas con la angiogénesis en una
sola muestra. Los analitos incluyen factores de crecimiento solubles y factores de
diferenciacidn, los componentes de la matriz extracelular, proteasas, receptores unidos a la
membrana, y moléculas de sefializacién intracelulares. Los anticuerpos se encuentran
capturados por duplicado en las membranas de nitrocelulosa.

Para realizar este ensayo, se procedio a la extraccion de proteinas de las células ARPE-
19 tras ser tratadas con EtOH durante 24h a las concentraciones de 200, 400 y 600 mM,
incluyendo también el grupo control. Para la obtencidn de las muestras, tratamiento se realizo
3 veces de manera independiente, es decir, tres réplicas del experimento.

La extraccion de proteinas se realizd a partir de los pellets celulares congelados. Una
vez descongelados se lisaron con RIPA buffer (Sigma Aldrich) mezclado con inhibidor de
proteasas y fosfatasas dejando actuar durante 15 minutos en hielo.



Tras este tiempo se lisaron mediante ultrasonidos con un sonicador (Branson digital sonifier) a
una amplitud de 20% en 2 ciclos de 3 segundos x 3 segundos en hielo. Después se
centrifugaron durante 20 minutos a 10.000xg a 4°C. El pellet resultante se descarto.

El sobrenadante, contenido proteico total, se cuantific6 mediante la técnica del
Acido Bicincroninico, BCA (Thermo Scientific). Este método depende principalmente de que, en
un medio alcalino, los enlaces peptidicos de las proteinas reducen el Cu**.

Los iones Cu* producidos, se unen a dos moléculas de BCA y al hacerlo, les cambian la
estructura electrdnica, de tal manera que ahora absorbe luz a 562 nm y aparecen purpura. En
las condiciones de la reaccidn, la absorcién del compuesto es proporcional a la concentracion
de proteina presente.

Para establecer la relacidon entre una cierta concentracién de proteina y una cierta
absorcién, se prepard una recta patron mediante diluciones seriadas de albumina de suero
bovino (BSA), partiendo de una concentracidn conocida. Paralelamente se llevdé a cabo la
reaccidon con nuestras muestras experimentales. Tras llevar a cabo la reaccién de acuerdo con
el manual del fabricante, se determind la absorbancia en el espectrofotometro, Victor X5
(Perkin). Finalmente, con la recta patrén se pudo interpolar los valores de absorbancia de
nuestra muestra frente a la concentracion conocida de BSA.

Al tratarse de un ensayo semi-cuantitativo, se procedié a la mezcla de las muestras,
mediante un pul de las tres réplicas independientes del experimento. De esta manera
utilizamos una membrana del kit por cada grupo experimental. 100 pg de proteina de la
mezcla fueron incubados con un cdctel de anticuerpos biotinilados durante toda la noche.
Tras la incubacién se utilizé un anticuerpo secundario unido a estreptavidina y peroxidasa del
rabano (HRP). La estreptavidina se unird de manera especifica a la biotina del anticuerpo
primario, y la peroxidasa sera la enzima utilizada para revelar esta unién de los anticuerpos
primarios frente a los secundarios. Para ello se utilizaran reactivos de revelado y se detectard
la quimioluminiscencia en una camara CCD, (ImageQuant LAS4000mini G&E). La sefal
producida es proporcional a la cantidad de analito unido (Ver Fig. 1 Anexo 1) (98).

La intensidad de la sefial fue cuantificada pro densitometria mediante el software
ImageQuant TL (GE). Los resultados se expresaron en % respecto al control y se utilizd para
normalizar los datos uno de los marcadores, el FGF bdsico, que no se vio afectado por el
tratamiento.

3.5 ANALISIS DE PROTEINAS POR WESTERN BLOT

Para el estudio de la expresién proteica de los marcadores angiogénicos, ademas del
array de angiogénesis se utilizd la técnica del western blot SDS-PAGE. Esta técnica permite
separar las proteinas en condiciones desnaturalizantes y reductoras en un gel de
acrilamida/bisacrilamida y, su posterior transferencia a una membrana. El SDS actua
rompiendo enlaces no covalentes en las proteinas, desnaturalizandolas y, dotandolas de carga



negativa. Ademas, se emplea B-mercaptoetanol, capaz de romper los puentes disulfuro y las
muestras son calentadas a 962C. Todo ello, permite que las proteinas migren Unicamente en
funcién de su peso molecular.

Para ello, se procedié a la extraccidon de proteinas de las células ARPE-19 tras ser
tratadas con EtOH durante 24h a las concentraciones de 200, 400 y 600 mM, incluyendo
también el grupo control. Para la obtencién de las muestras, tratamiento se realizé 3 veces de
manera independiente, es decir, tres réplicas del experimento.

La extraccién de proteinas se realizd a partir de los pellets celulares congelados a -
20°C. Una vez descongelados se lisaron con RIPA buffer (Sigma Aldrich) mezclado con inhibidor
de proteasas y fosfatasas dejando actuar durante 15 minutos en hielo. Tras este tiempo se
lisaron mediante ultrasonidos con un sonicador (Branson digital sonifier) a una amplitud de
20% en 2 ciclos de 3 segundos x 3 segundos en hielo. Después se centrifugaron durante 20
minutos a 10.000xg a 4°C. El pellet resultante se descartd. El sobrenadante, contenido proteico
total, se cuantificé mediante la técnica del, BCA (Thermo Scientific), arriba detallado.

La misma cantidad de proteina 35 pg, fueron cargadas en los geles de
acrilamida/bisacrilamida del 4% al 8%. La electrotransferencia se realiz6 en membranas de
difluoruro de polivinilideno (PVDF; Millipore). Tras la transferencia, las membranas fueron
bloqueadas durante 1h a temperatura ambiente en la solucién de bloqueo (TBS con un 3% de
BSAy al 0.5% de tween 20). Después se dejaron incubando durante toda la noche a 4°C con los
anticuerpos correspondientes: conejo anti-VEGFR2 (abcam), a una dilucién, conejo anti-
VEGFR1 (abcam) y ratdon anti-Bactina (Santacruz Biotechnology), todos ellos diluidos en
soluciéon de bloqueo a una concentracion de 1:500.Tras 3 lavados con tampdn Tris-HCI, las
membranas fueron incubadas con los anticuerpos secundarios unidos a HRP durante 1 hora a
temperatura ambiente. Estos, cabra anti-conejo y cabra anti-raton fueron empleados a una
dilucién 1:10.000 en el tampdn tris-HCI. Para observar la quimioluminiscencia de las bandas de
las membranas con la cdmara CCD Image Quant LAS-4000 mini (GE), estas fueron incubadas
con el reactivo revelador ECL (Fisher Scientific. Los niveles de proteina fueron cuantificados por
densitometria empleando el software Imagel). La intensidad de la expresién de proteinas se
normalizé mediante la expresion de Bactina, proteina de expresion constitutiva en la célula y
que no se vio afectada por nuestro tratamiento (Ver Fig. 2 Anexo 1) (99).

3.6 DETERMINACION DE MMPS POR ELISA

La determinacién de MMPs (MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-8, MMP-9 vy
MMP-13) fueron determinadas de manera cuantitativa mediante un kit ELISA, Mosaic™ ELISA
Human MMP Panel, (R&D Sistems) (Ver Fig. 3 Anexo 1) (100) . De acuerdo al manual del
fabricante, para el estudio, se emplearon los sobrenadantes (medio de cultivo del tratamiento)
de las células ARPE-19 que se recogieron tras el tratamiento durante 24h a las concentraciones
de 200, 400 y 600 mM, incluyendo también el grupo control. Para la obtencidon de las
muestras, tratamiento se realizé 3 veces de manera independiente, es decir, tres réplicas del
experimento.



El Kit cuenta con una placa de 96 pocillos, cada uno de estos contiene los 7 anticuerpos
para cada MMP, ademas de uno de referencia (control positivo del experimento). Para la
realizacion de este, se debe ensayar, de manera paralela a nuestras muestras una recta patron
para cada MMP de manera que se pueda cuantificar la cantidad en pg/ml de cada una de estas
en nuestra muestra.

La misma cantidad de muestra fue depositada en un pocillo que contiene fijados
anticuerpos especificos de captura para cada MMP, posteriormente se lavd el pocillo y se
elimind cualquier material que no hubiese quedado fijado formando un complejo. Se aplicaron
anticuerpos de deteccién conjugados con HRP a cada pocillo formandose complejos “tipo
sandwitch” Anticuerpo de captura-MMP-Anticuerpo-HRP. Se volvié a realizar el lavado y se
aplicd la mezcla de reactivos quimioluminiscentes que serd detectada en una cdmara CCD,
(ImageQuant LAS4000mini, G&E).

Finalmente, la intensidad de la sefial fue cuantificada por densitometria mediante el
software ImageQuant TL (GE). Con la recta patron de cada MMP se pudo interpolar los valores
de quimioluminiscencia de nuestra muestra frente a la concentracidn conocida de dichas
MMPs.,

3.7 RT-PCR CUANTITATIVA (Q-PCR)

Para poder llevar a cabo los estudios de la expresidn génica de las células ARPE-19
sometidas al tratamiento con EtOH, se procedio a la extraccién de RNAm para poder realizar
un estudio cuantitativo de dicha expresion de marcadores.

Para el aislamiento de RNAm, se recogié el pellet celular tras tratar las células durante 24
horas con EtOH, 200, 400 y 600 mM vy las células sin tratamiento (grupo control). Las células
ARPE-19 fueron recogidas con tripsina, lavadas con PBS y pasadas a un tubo de 1,5 mly
centrifugadas a 5000 xg a 4°C durante 5 minutos. Posteriormente, se empled el kit RNeasy
Mini (Qiagen), el procedimiento se realizé de acuerdo al manual del fabricante. La calidad y
cantidad del RNA extraido se midié en el nanodrop (Thermo Fisher).

Para la sintesis de cDNA (DNA de cadena simple) se realizd la transcripcidén reversa con
SuperScript Il First-Strand Synthesis System (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific), bajo
las siguientes condiciones: 652C durante 5 minutos, 422C durante 60 min y 702C durante
10min.

Con la finalidad de poner a punto los primers, para la posterior realizacién de la PCR
cuantitativa (Q-PCR), se realizé previamente la reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) (PCR
master mix, Promega). Los primers empleados fueron VEGF y GAPDH. Este ultimo se empled
como control interno. La secuencia de primers empleados fue la siguiente: 5’-
AGGAGGAGGGCAGAATCATCA-3’, 5’-CTCGATTGGATGGCAGTAGCT-3’ para forward y reverse del
primer VEGF, respectivamente. Para el gen GAPDH la secuencia empleada fue 5’-
TGAAGGTCGGAGTCAACGGAT-3' y 5'-TTCTCAGCCTTGACGGTGCCA-3’, para forward y reverse,
respectivamente. El gel de agarosa fue realizado al 2% y el nimero total de ciclos fue de 40.



La PCR cuantitativa o g-PCR es una variante de la PCR, empleada para la amplificacion y
cuantificacion simultanea de DNA. Los reactivos utilizados son los mismos que la PCR
convencional (dNTPs, tampdn de reaccion, DNA polimerasa termoestable y primers), sin
embargo, en la g-PCR se emplea, ademds, un fluoréforo. Este fluoréforo al ser sometido a una
determinada longitud de onda en un termociclador emite fluorescencia, lo que permite medir
la tasa de generacién de cada producto tras cada ciclo de amplificacion.

Para Q-PCR se empleé el iTag™ Universal SYBR Green Supermix, (BIO-RAD) de acuerdo
con el manual del fabricante. El equipo empleado fue el LightCycler 480 Il y, su software
LightCycler 4.0 (Roche). Cada muestra se analizé por duplicado en cada una de las réplicas, y el
numero total de réplicas analizadas fue 5. La expresion de los genes fue normalizada
empleando GAPDH como gen control. Las condiciones para la amplificacion fueron las
siguientes: 952C durante 10 segundos, 562C durante 20 segundos y 722C durante 30 segundos
y, el nimero total de ciclos fue de 45. Para el andlisis de los resultados se empled el ciclo
umbral (Ct: Threshold cycle), el ciclo al cual comenzamos a ver fluorescencia. Estos datos
fueron normalizados empleando el gen control GAPDH. De este modo obtuvimos el valor ACt
(Ct VEGF-Ct GAPDH). Tras esto, comparamos cada una de las muestras tratadas frente al ACt
del grupo control (muestras no tratadas), obteniendo el AACt [ACt (tratamiento = grupo control)] - pgp
ultimo, para determinar el cambio de expresion en muestro gen de interés empleamos la
formula 22-AACt. (Ver Fig. 4 y 5 Anexo 1) (101).

3.8 INMUNOCITOQUIMICA

Las células ARPE-19 fueron lavadas dos veces con PBS y fijadas con paraformaldehido
al 4% durante 10 minutos a temperatura ambiente. Después fueron incubadas durante toda la
noche con el anticuerpo primario Rabbit anti-ZO-1 (1:100; Invitrogen) a 49C. Al dia siguiente,
las células fueron lavadas tres veces con PBS, para eliminar el exceso de anticuerpo primario A
continuacion, las células fueron incubadas durante una hora a temperatura ambiente con el
anticuerpo secundario fluorescente, Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit Ig (1:200; Molecular
Probes, Invitrogen). Para la tincion de ADN, los nucleos se marcaron durante 10 minutos con
4,6-diamidino- 2-fenilindol, DAPI (1:50; Sigma-Aldrich Corp.). Por ultimo, los filamentos
intermedios de actina se tifieron de color rojo con faloidina. Para la observacion celular se
empled un microscopio de fluorescencia (Eclipse Ti; Nikon), (Ver Fig. 6 Anexo 1) (102).

3.9 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresan como la media * el error estandar de la media (SEM). En cada
grupo experimental n indica el nimero de réplicas independientes de cada experimento. Las
diferencias estadisticas tratamiento. El analisis estadistico, mediante la prueba T. Student, ha
sido realizado con el software Prims 5 (GraphPad Software Inc.,).



IV. RESULTADOS




V. RESULTADOS

4.1 ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR Y PRODUCCION DE ROS
INTRACELULAR.

Las imagenes que se muestran en la figura 14 son los resultados obtenidos tras la
realizacion de ensayos de viabilidad celular y produccion de ROS intracelular en nuestro
modelo celular, ARPE-19, tras una exposicidén crdnica a etanol.

Los grupos experimentales fueron, el grupo control (sin tratamiento) y células tratadas
con distintas concentraciones de EtOH, 200, 400, 600, 800 y 1200 mM. El tratamiento se
realizd durante 24 horas.

Como se puede observar en la grafica de la figura 14.A, el ensayo de XTT reveld que el
tratamiento durante 24 horas con etanol disminuye la viabilidad celular. Cabe sefialar que esta
disminucién no es significativa hasta concentraciones superiores a 800 mM de EtOH, como se
puede apreciar en la grafica, sdlo observamos una disminucidn significativa en el grupo tratado
con 1200 mM de EtOH, comparado con el grupo control.

Teniendo en cuenta estos resultados preliminares, se determind que para el resto de
experimentos se utilizarian solo las concentraciones sub-letales de etanol 200, 400 y 600 mM a
los que se le sumaria el grupo control, quedando por tanto con 4 grupos experimentales
diferentes.

Como se puede ver en la figura 14.B, imagenes obtenidas en el microscopio éptico, el
tratamiento de 24h con EtOH, a las concentraciones seleccionadas, no parece afectar a la
morfologia celular. Se puede observar en todas las fotos adquiridas, células hexagonales que
estan densamente empaquetadas.

Para el ensayo de medicidn del ROS intracelular se utilizé el H2DCFDA. Como se puede
observar en la figura 14.C, existe un aumento de la produccién del ROS intracelular de una
manera dependiente a la concentracién de EtOH utilizada. Tras 24h de tratamiento, las células
ARPE-19 mostraron un aumento significativo del ROS intracelular en todos los grupos
experimentales. Este aumento fue superior en el caso del tratamiento con 600 mM de EtOH,
(*p<0.05).
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Figura 14: Viabilidad célular y ROS tras el tratamiento con etanol en ARPE-19. A) |[Ensayo XTT tras el tratamiento a distintas concentraciones con EtOH.
B) Imagenes de microscopia dptica de células ARPE-19 no tratadas (grupo control) y células tratadas con 200 mM, 400 mM y 600 mM de EtOH. C)
Ensayo con H2DCFDA tras el tratamiento con etanol. El andlisis estadistico se realizd con una prueba t *p<0.05. Los puntos representan la mediatSEM.

(n=3 para cada grupo).

4.2 ESTUDIO DE LOS MARCADORES IMPLICADQOS EN LA
ANGIOGENESIS

Como se ha visto con anterioridad, existe una relacién muy estrecha entre los procesos
angiogénicos y otras vias de sefalizacidn celular. En este trabajo nos hemos centrado en la via
de la inflamacion. Para ello, hemos querido medir la posible respuesta inflamatoria de las
células ARPE-19 tras ser sometidas al tratamiento crénico con EtOH.

Para poder establecer la relacion entre respuesta inflamatoria y la activacién de la
angiogénesis, se realizd un array capaz de medir 55 proteinas relacionadas con angiogénesis en
una sola muestra (Figura 15).

En una vision general de los resultados obtenidos, figura 15.A, podemos observar
como en practicamente todas las proteinas detectadas por el array de angiogénesis, presentan
variaciones, aumentando o disminuyendo su expresion, tras el tratamiento.

En la figura 15.B, se muestra una seleccién de aquellas proteinas que presentan un
cambio en su expresién mas acusado, estas son: VEGF-A, uPA, TGF- B1 (LAP), TIMP-1, HGF y
FGF-7.
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Como se puede observar en dicha figura, uPA, una proteina relacionada con procesos
inflamatorios y a la cual se le atribuye capacidad angiogénica, encuentra aumentada su
expresion de mananera dependiente a la concentracidn utilizada. Este aumento de expresion
llega a ser a 600 mM de EtOH alrededor de 5 veces superior con respecto al grupo control. Por
el contrario, otros marcadores, también pro-angiogénicos, como son VEGF-A, TGF- B1 (LAP),
HGF y FGF-7 ven disminuida su expresion de manera dependiente al tratamiento con EtOH,
con respecto al grupo control. Cabe destacar que FGF-7 presenta la disminucién de expresion
mas acusada, llegando incluso a no expresarse o a tener una expresion tan minima que el array
de angiogénesis es incapaz de detectar a 600 mM de EtOH.

Cabe destacar, como se puede ver en la figura 15.C, que algunas de las proteinas
medidas sufren modificaciones de su expresion sélo en uno de los grupos experimentales
tratados con 200 mM de EtOH.

Tanto PEDF como TSP-1, dos marcadores inhibitorios de la angiogénesis, ven
aumentada su expresidon a 200 mM seguida de una disminucion de la expresién a 400 mM v,
que llega a situarse por debajo de la expresién del grupo control tras el insulto con 600 mM de
EtOH. PEDF presenta una disminucidn de su expresién en torno a un 10%, mientras que para
TSP-1 esta disminucién supone un 50% de la expresién, ambas con respecto al grupo control.
En cuanto a la citoquina proinflamatoria IL-B, observamos una disminucién de su expresion
con respecto al grupo control a 200 mM de EtOH, seguido de un aumento de la expresién por
encima de los valores control a mayores concentraciones del tratamiento.

Con respecto a la vasoinhibina, un inhibidor endégeno de la angiogénesis, a 200 mM
de EtOH no presenta variacion de la expresién comparada con los niveles del grupo control,
pero tras la exposicidon a dosis mas elevadas del tratamiento puede verse un brusco aumento,
que duplica su expresion con respecto al grupo control, (400 mM versus control). Tras este
aumento se produce una disminucién a 600 mM de EtOH, manteniéndose estd por encima del
nivel de expresién detectado en el grupo control.
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Figura 15: Estudio semi-cuantitativo de la angiogénesis en ARPE-19 tras el tratamiento con EtOH. A) Grafica con la totalidad de
proteinas detectadas por el array de angiogénesis.. B) Representacion grafica de las proteinas que presenta una variacion de expresion
acusada tras el tratamiento con EtOH. Estas son; VEGF-A, uPA, TGF- B1 (LAP), TIMP-1, HGF y FGF-7. C) Representacién grafica de
proteinas que tras el insulto con EtOH ven afectada su expresién a 200 Mm o a partir de esta concentracién. Estas proteinas son: IL-B,
vasoinhibina PEDF y TSP-1).

4.3 DETERMINACION DE LOS NIVELES DE VEGF Y SUS RECEPTORES

Con la finalidad de confirmar los datos obtenidos en el array de marcadores
angiogénicos, se realizd un ensayo cuantitativo de marcadores angiogénicos mdas especificos
como son VEGF y sus receptores (Figura 16).

Para medir de manera semi-cuantitativa la expresién proteica de los receptores de
VEGF, (VEGFR1 y VEGFR2) se empled la técnica de western blot (Figura 16.A y 16.B). Ademas,
se realizd un ensayo cuantitativo mediante g-PCR de la expresién de RNAm de VEGF-A.

Los resultados obtenidos mediante cuantificacién por densitometria de expresion
proteica de los receptores de VEGF, figura 16.A, muestran un claro decaimiento de los niveles
de VEGFR-1 tras la exposicién a todas las concentraciones de EtOH. Esta disminucién de la
expresion proteica fue estadisticamente significativa con valores p<0.001 en todos los
tratamientos con respecto al control.

También puede observarse una disminucion de la expresién de VEGFR-2, figura 16.B,
aunque mucho mas leve que en el caso anterior, siendo estadisticamente significativo (p<0.01)
a la concentracidon mas alta de EtOH empleada, 600 mM.
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Estos datos se correlacionan con los obtenidos por g-PCR, esta técnica demostré que el
gen presentaba un incremento de su expresion estadisticamente significativa, con respecto al
control, tanto a 200 mM como a 600 mM de EtOH, figura 16.C. A 200 mM el p valor resulté
ser de 0.0005 (p<0.001). Tras el tratamiento con EtOH a 400 mM podemos observar una leve
disminucién de la expresién con respecto al tratamiento con 200 mM de EtOH, y no presenta
variacion estadisticamente significativa con respecto al control. A 600 mM de EtOH esta
disminucién de la expresién del gen de VEGF-A resulta alcanzar valores por debajo del grupo
control, siendo esta reduccion de la expresion estadisticamente significativa con p<0.001,
tanto en comparacién al control, como en comparacion a 200 EtOH (p= 0.0025 y p=0.0001,

respectivamente).
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Figura 16: Determinacion de los niveles de expresion VEGF-A y de sus receptores VEFGR-1y VEFGR-2.

A, B) Niveles proteicos de expresion de VEGFR-1 y VEGFR-2 tras el tratamiento con EtOH, respectivamente (n=3 para cada grupo).
C) Expresion de RNAm VEGF-A tras el tratamiento con EtOH (n=5 para cada grupo El analisis estadistico se realiz6 con una prueba t
*p<0.05;**p<0.01;***p<0.001; #p<0.05 con respecto a 200 mM EtOH. Los puntos representan la mediazSEM.
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4.4 DETERMINACION DE MMPS

Se quiso determinar si existia alguna variacion, debida a nuestro tratamiento crénico
con EtOH, en los niveles de MMPs (MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-8, MMP-9 y MMP-
13) en las células ARPE-19.

Teniendo en cuenta que la medicién de estas no sdlo nos ayudaria a determinar el
estado en el que podria encontrarse la MEC sino también a establecer una relacion entre
inflamacién y angiogénesis, se cuantificé su expresion mediante un ELISA (Figura 17).

Los niveles de MMP-2 resultaron ser extremadamente superiores al resto de
metaloproteinasas en todas las condiciones del estudio (Tabla-1 y Figura 17). Algunas MMPs
no presentaron cambios significativos tras 24 horas con el tratamiento con EtOH: MMP-1,
MMP-2 y MMP-13.

Tanto MMP-3 como MMP-8 presentaron un aumento de la expresion estadisticamente
significativa tras el tratamiento a 400 mM y 600 mM, Figura 17. MMP-3 presento valores en
torno a 0.06 y 0.07 pg/ml expresion, mientras que en el grupo control la expresion fue de 0.04
pg/ml. Ademas, los valores obtenidos resultaron ser estadisticamente significativos de p<0.01
y p<0.001, para 400 mM y 600 mM, respectivamente. Para MMP-8 obtuvimos valores de
p<0.01 en ambas concentraciones, con una expresion de 0.06 pg/ml aproximadamente. La
MMP-9 presentd un aumento de la expresion a 400 mM situdndose en torno a 0.07 pg/ml
(p<0.01) y, a una concentracién de EtOH superior este aumento se ve revertido, aunque la
expresion se mantiene por encima de la determinada para el grupo control y no presenta
variacion estadisticamente significativa (Tabla 1, y figura 17).

Tabla1: Expresion de MMPs tras el tratamiento con EtOH

CTL 200 mM 400 mM 600 mM
MMP-1 0,08082839 0,08678306 0,11666315 0,08425863
MMP-2 5,19894286 465581536 5,68319835 4,90869389
MMP-3 0,03813923 0,04447839 **0,05965089  ***0,06586362
MMP-7 0,00480181 0,00451448 0,00654021 0,00589047
MMP-8 0,03245528 0,03366126 **0,06008758  **0,06279381
MMP-9 0,05319047 0,05116843 0,06766616 ** 0,05841234
MMP-13 0,02805804 0,02702502 0,03110206 0,02972249

La tabla muestra los niveles de expresiéon de MMPs tras el tratamiento con EtOH a 200mM,
400mM,600 mM, asi como los niveles de expresion obtenidos en el grupo control (sin tratamiento). El
andlisis estadistico se realizd con una prueba t *p<0.05. Se realizd6 mediatSEM. (n=3 para cada grupo).
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Figura 17: Niveles de expresion de metaloproteinasas tras el tratamiento con EtOH. A) Valores MMP-1, MMP-2, MMP-
3,MMP-7,MMP-8, MMP-9 y MMP-13 B) Representacion grafica de MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-8, MMP-9 y MIMP-13.
El andlisis estadistico se realizé con una prueba t *p<0.05;**p<0.01;***p<0.001. Los puntos representan la mediazSEM.
(n=3 para cada grupo).

4.5 ESTUDIO DE LA INTEGRIDAD DE LAS UNIONES INTERCELULARES
(T))

Teniendo en cuenta la importancia del EPR parte de la BH, quisimos finalizar este
trabajo haciendo un andlisis de la integridad de las uniones intercelulares en las ARPE-19 tras
el tratamiento crénico con EtOH. Para ello se realizd6 una Inmunofluorescencia utilizando un
anticuerpo que se une a una de las proteinas mas relevantes de las uniones intercelulares en el
EPR, como es Z0-1, de color verde. Los filamentos intermedios de actina se tifieron de color

rojo con faloidina. (Figura 18).

Tal y como revela la figura 18.A, tras la obtencién de las fotos y la cuantificacién de la
intensidad de fluorescencia que estas mostraban, la grafica de la figura 18.B muestra que
existe una disminucidn en la expresion de esta proteina y, en consecuencia de la integridad de
las TJ. El analisis estadistico de los resultados revelé que a 600 mM de EtOH hay una
disminucidn significativa (p<0.05) de la expresidn de esta proteina, situdndose 20% por debajo

del grupo control.
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Figura 18: Inmunofluorescencia de ZO-1 tras el tratamiento con EtOH. A) Imagenes al microscopio de fluorescencia
de células control (sin tratamiento), 200 mM, 400 mM y 600 mM de EtOH, respectivamente. B) Grafica de la
intensidad de fluorescencia de ZO-1 en células control, 200 mM, 400 mM y 600 mM de EtOH. El analisis estadistico se
realizé con una prueba t *p<0.05. Los puntos representan la mediatSEM. (n=2 para cada grupo).
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V. DISCUSION

Los resultados que se presentan en este trabajo muestran que las células del EPR son
células muy resistentes al estrés oxidativo (50,103). Los tratamientos con distintas
concentraciones de etanol provocaron respuestas celulares diferentes como la expresion
génica y proteica de un nimero de marcadores implicados en estrés oxidativo.

Es de importancia sefialar que las concentraciones de etanol utilizadas, pese a ser mas
altas que en estudios realizados en otros modelos celulares como hepatocitos (104,105),
debieron superar los 600 mM para provocar una muerte celular de manera significativa,
(Figura 14). La exposicién a dosis de etanol no letales (200 y 400 mM) parece no afectar
aparentemente a la morfologia celular, figura 14.A. Sin embargo, como se puede observar en
la figura 14.B existe una disminucién en la viabilidad celular significativa a altas dosis de etanol
(1200 mM de EtOH). Por otro lado, al igual que en otros modelos celulares, concentraciones
subletales de EtOH (600 mM) promueven alteraciones celulares que se encuentran
relacionadas con la mitofagia y agregacion de proteinas en las células ARPE-19 (106).

Datos obtenidos en estudios con cultivos primarios de astrocitos de rata demuestran
que la reduccion de la vialidad se ve reducida Unicamente a altas dosis de etanol (a partir de
700 mM). Esto ocurre, al igual que en nuestro caso, debido a que los astrocitos son células
muy resistentes al estrés oxidativo, ya que poseen una gran capacidad antioxidante (107).

Diversos estudios han demostrado que existe una diferencia entre la sensibilidad de las
células de los cultivos primarios de hRPE y las células ARPE-19 al tratamiento con etanol (90).
De acuerdo con Brossas y colaboradores, ambos tipos celulares muestran un efecto deletéreo
a 1200 mM EtOH, sin embargo, en las células hRPE se observa una importante reduccién de la
viabilidad a 400 mM EtOH (50).

Nuestros resultados demuestran que la linea celular ARPE-19 pese a ser un modelo
ampliamente utilizado para estudios de EPR tiene sus limitaciones. Estas células son
particularmente resistente a los efectos téxicos producidos por EtOH, lo que concuerda con lo
indicado por otros autores (43,50). Este hecho podria explicarse bebido a las caracteristicas,
tanto funcionales como estructurales que posé el RPE y a su expresién constitutiva del CYP2EL,
que podria explicar su resistencia a los xenobidticos y los agentes tdxicos, en el caso del
tratamiento con etanol (50).

Otro de los resultados que se suma a lo dicho anteriormente, es el obtenido tras la
medicion del ROS intracelular, figura 14.C. En el estudio realizado, se muestran como el insulto
con etanol es capaz de aumentar la generacién de ROS en las células del RPE. Existen estudios
que avalan que el metabolismo de etanol, mediado por la actividad del citocromo CYP2E1,
aumenta los niveles de ROS en higado (108,109), ya que, la ingesta aguda o crénica de alcohol
puede aumentar la actividad de esta enzima incluso 10 veces (110).



Este aumento en la produccién de ROS tras un insulto con EtOH también ha sido
determinado en otros tipos celulares del sistema nervioso central (111,112,113).

Ademas, ha sido publicado recientemente que la exposicién a EtOH es capaz de activar
el metabolismo de CYP2E1 de en células ARPE-19, asi como en cultivos humanos primarios v,
que la produccidn de ROS se ve disminuida al emplear un inhibidor especifico de este (50). Por
otro lado, algunos autores afirman que las enzimas CYP1B1, CYP4B1 y CYP4V2 también
presentan una funcion relevante en ojo (110).

Como se ha podido ver anteriormente, existe una gran variedad de trabajos que
estudian las consecuencias del aumento de ROS sobre las diferentes vias de sefializacién
celular, concretamente sobre las modificaciones en marcadores de hipoxia e inflamacidn
(52,53,54,55,56). Ademas ambos procesos estan intimamente ligados con la
neovasculogénesis y/o angiogénesis, uno de los principales problemas de las enfermedades
que afectan a la retina como la DMAE y la RD (57,58,59).

Los resultados que se muestran en la figura 15 podemos observar que existen
modificaciones en marcadores angiogénicos debidos al tratamiento con EtOH. Ademads, 200
mM parece ser una concentracion critica, ya que la gran mayoria de los marcadores aumentan
o disminuyen su expresién a partir de esta concentracién, (Figura 15.C). No sélo estos
marcadores se ven afectados por el tratamiento con alcohol, también otras proteinas
implicadas en el mantenimiento de la BH se han visto afectadas como son las MMPs (Figura
17)y ZO-1. (Figura 18).

Segun nuestros datos la expresion de VEGF-A se ve disminuida tras el tratamiento con
EtOH, figura 15.B y figura 15.A. Como se puede observar en ambas figuras, 600 mM da lugar a
una disminucién significativa de la expresién de RNAm y de la proteina. Estudios previos han
considerado a VEGF como un potente factor proangiogénicos (114,115,116), ya que induce
activacidon, migracidon y proliferacion de células endoteliales hasta, finamente lograr la
formacién capilar. Para ello es requerida la accién de diferentes enzimas entre las que
destacan el sistema plasmina y las MMPs. La enzima clave para que tenga lugar la unidn
célula-plasmina parece ser uPA (117). La proteina uPA ejerce su efecto uniéndose uPAR.
Ademas uPA y su homélogo, tPA, son capaces de convertir el plasminégeno a plasmina, una
serinproteinasa capaz de degradar constituyentes de la MEC (74). Parece ser que uPAR se
encuentra implicado en la angiogénesis patoldgica y, se ha demostrado que anticuerpos anti-
UPAR son capaces de bloquearla angiogénesis en la cérnea. Ademds, La unidn uPA-uPAR activa
MMPs, rompiendo componentes de la MEC (74).

Como se puede ver en la figura 15.B, nuestros resultados muestran como uPA
presenta un aumento de su expresion. Este dato, en principio podria resultar contradictorio
con la disminucién de VEGF, sin embargo, el VEGF que se ha medido en este trabajo hace
referencia a la isoforma A, la mas estudiada. Es posible que uPA, se encuentre relacionada con
alguna de las isoformas alternativas de VEGF, como pueden ser VEGF-B, VEGF-C o VEGF-D, por
lo que los resultados no resultan concluyentes.

En cuanto a TGF- B1 (LAP), (Figura 15.B), observamos una disminucidn tras el
tratamiento de EtOH. Su funcién reguladora en la formacién de nuevos vasos resulta
complicada y controvertida, ya que se ha visto implicado en diferentes vias de sefializacién



(118,119). Esta proteina ha sido estudiada en diversos tipos de cancer de células epiteliales
(120) y, mientras unos estudios avalan su funcidn como un supresor tumorigénico, otros
afirman que actta promoviendo la formacién del tumor (121) .

Estudios previos en cérnea muestran que este factor responde a los estimulos de
manera dosis dependiente y, aumenta la respuesta angiogénica activando VEGF. Ademas, su
activacion también se encuentra implicada en una respuesta inflamatoria (119).

Por otro lado, se ha demostrado que las proteasas, como la plasmina, MMP-2 y MMP-
9 son capaces de activar TGF-B1, promoviendo la degradacién de la MEC (122). Ademas, esta
proteina también puede ser activada por ROS, lo que le permitiria activar uPA, asi como NFkB
(123,124). Upa, a su vez, también presenta la capacidad de activar TGF-1 (74).

Tras todo lo mencionado, en nuestro estudio esta proteina presentaria su potencial
angiogénico disminuido. Este dato se encontraria en concordancia con lo sucedido en VEGF-A.
Sin embargo, la proteina uPA presenta aumentada su expresion, lo que nos lleva a plantearnos
de nuevo que quiza nos encontremos ante la activacién de uPA por una variante de VEGF
diferente.

Los resultados de la figura 15.B, indican también que, TIMP-1 se encuentra
aumentado. Como hemos indicado VEGF requiere para su accién angiogénica algunas enzimas
como las MMPs. TIMP-1 es un inhibidor natural de las MMP. Un correcto balance entre este y
las MMP es necesario para el mantenimiento de la integridad de los componentes de la MEC.
Diversos autores afirman que la modificacion de los componentes de la MEC da lugar a
reacciones inflamatorias y participa en la secrecion de MMPs (125). El hecho de que
observemos un aumento de TIMP-1 podria estar indicdAndonos que se ha producido un dafio
en la MEC.

Otros dos marcadores que muestran una clara modificacion mediada por el EtOH son
el HGF y el FGF-7, ambos se encuentras disminuidos a 600 mM, (Figura 15.B). El HGF es
secretado por las células durante la inflamacién. Algunos estudios demuestran que es capaz de
promover la proliferacién, activacion y diferenciacion de células endoteliales y epiteliales
durante la angiogénesis en enfermedades del intestino (126,127,128). Nuestros resultados
muestran una clara disminucién del nivel de expresion de HGF, tanto a 400 mM como a 600
mM de EtOH, por lo que contribuiria a la disminuciéon de la angiogénesis. Este dato va en
concordancia con la disminucién de VEGF.

Por otro lado, la disminucidn FGF-7, factor implicado en fendmenos de reparacion bajo
condiciones de hipoxia (68), nos podria estar dando una pista de que nuestro modelo de
respuesta al EtOH se ve modificado hacia fendmenos de inflamacién, descartando los
marcadores de hipoxia como principales actores en la angiogénesis. Estudios previos
demuestran que existen diferencias significativas en la expresidn de citoquinas inflamatorias
en diferentes tipos de neoplasias, encontrandose entre estas una disminucién de FGF-7 (129).
Por tanto, nuestros resultados sugeririan que la disminucién de esta proteina se debe
encontrar relacionada de manera directa con un aumento de la inflamacion.



Durante toda la discusidn se pone de manifiesto la hipdtesis de que existe un
desequilibrio a favor de los marcadores inflamatorios a determinadas concentraciones de
EtOH. Esta hipdtesis se ve reforzada puesto que en nuestros resultados observamos una serie
de marcadores angiogénicos que sufren un aumento o disminucién acusada de su expresién a
partir de una concentracion de 200 mM, figura 15.C.

Esta concentracion, la mas baja empleada, apenas genera ROS y tampoco provoca una
disminucién en la viabilidad celular de manera significativa, (Figura 14). Sin embargo, segun
Atienzar-Aroca y colaboradores (94), bajas concentraciones de EtOH, concretamente 80 mM
dan lugar a un aumento de marcadores angiogénicos en el cargo de exosomas aislados de
ARPE-19 (94). Esto se traduce en un proceso angiogénico en células endoteliales.

Como se mencionaba con anterioridad, encontramos una clara disminucién de IL-B a
200 mM de EtOH, figura 15.C, seguida de un claro aumento de su expresion a partir de la
misma, respecto al grupo control. Estudios previos afirman que VEGF interactia con IL-B1 en la
respuesta angiogénica e inflamatoria (129,130) y que es capaz de activar la expresion de
algunas MMPs (131), como MMP3 (132). Ademds otros autores afirman que es capaz de
inducir la progresion de tumores ya que contribuye al aumento de la vascularizacion (133).

Nuestros resultados, por tanto, sugieren, que a partir de 200 mM de EtOH se
encuentra activada la cascada inflamatoria. En relaciéon a la vascularizaciéon este dato
concuerda junto a los datos anteriores, con una disminucion de la angiogénesis.

Otro de los marcadores que se ve afectado por nuestro tratamiento es la vasoinhibina.
Esta considerada un inhibidor enddgeno de la angiogénesis (134), ya que es capaz de inhibir
VEGF, asi como la proliferacion de células endoteliales. Ademas activa la apoptosis de células
endoteliales, causando la regresién de los vasos sanguineos (135). En ojo también ha sido
demostrado su caracter antiangiogénico vy, alteraciones de sus niveles pueden estar vinculadas
a de enfermedades neovasculares, tales como la retinopatia prematura (136). Nuestros
resultados muestran un claro pico de expresion a 400 mM, figura 15.C, lo que sugiere que a
esta concentracién la vasoinhibina activaria el mecanismo inhibitorio de la angiogénesis.

Un marcador retiniano antiangiogénico por excelencia es el PEDF, secretado por el
propio EPR. Es considerado como un potente neurotrdpico y una proteina antiinflamatoria que
protege las neuronas de la retina y los fotorreceptores frente a la muerte celular (26,137,138).
Ademas, es un potente antiangiogénico capaz de inhibir a VEGF (26,27,139,140,141,142). Esta
inhibicién se realizaria mediante su unién al VEGFR2 o promoviendo la protedlisis de VEGFR2
mediante la activacion de la a-secretasa (29,143). Nuestros datos muestran un aumento en
200 mM, seguido de una disminucion, Fig. 16C. Esto, en principio, seria contradictorio con
datos obtenidos, ya que muestra una disminucién de un factor inhibitorio de la angiogénesis,
pero su explicacién podria justificarse debido a que las células del EPR secretan PEDF por su
parte apical, mientras que VEGF es secretado por la parte basolateral y, en nuestro estudio las
células no fueron polarizadas (13). Este hecho podria interferir en nuestros resultados con
respecto a PEDF, ya que, tras todo lo comentado anteriormente se esperaria un aumento de
este factor.



Uno de los marcadores que no entra en concordancia con los datos anteriores
mostrados, es TSP-1. Podemos observar una grafica similar a las anteriores, figura 15.C. Un
aumento, hasta 200 mM de EtOH de su expresidn y un descenso, incluso por debajo de los
niveles control a 600 mM.

TSP-1 ha sido definida como un inhibidor endégeno de la angiogénesis
(144,145,146,147,120). La inhibicidn de la angiogénesis por esta glicoproteina produce efectos
directos sobre la migracién y supervivencia de las células endoteliales, e indirectos como es la
disminucién de VEGF. Es secretado en respuesta a inflamacién y facilita la fagocitosis de las
células dafiadas (147,148).

Este resultado contrapuesto a lo esperado, nos muestra como la angiogénesis es una
ruta en la que confluyen diferentes vias de sefializacion celular que se ven afectadas por el
aumento de ROS. Quizas existe un mecanismo alternativo que pudiera dar una respuesta
favorecedora a los resultados previos, pero hasta ahora no la hemos podido determinar.

Como menciondbamos al comienzo de esta discusion, no sélo han sido afectados los
marcadores angiogénicos por el tratamiento con EtOH. Los resultados obtenidos mediante la
realizacion del ELISA, figura 17, muestran un aumento de la expresién de MMP-3 y MMP-8 de
manera dependiente a la concentracion empleada. La MMP-9 solo muestra un incremento
significativo a la concentracidon mds alta de EtOH. En cuanto a MMP-2 observamos una mayor
expresion de esta que del resto, aunque tras el tratamiento no observamos cambios
significativos en su expresion.

Las MMPs parecen ser proteinas caracteristicas de enfermedades inflamatorias
crénicas (149). Ademas, existen estudios que afirman que tanto las citoquinas producidas
durante procesos inflamatorios, como el estrés oxidativo puede resultar en la activacion de
MMPs (150). Estudios realizados en células de EPR maduras han revelado que en condiciones
normales estas células expresan MMP-1, MMP-2, MMP-3 y MMP-9 en bajas concentraciones
(151). Por otro lado, se ha demostrado que la produccion de MMPs puede ser activada por
ROS (151,152,153).

Con respecto a MMP-2 podemos decir que su implicacién en los procesos
inflamatorios, asi como su efecto sobre la degradacion de MEC ha resultado ser bastante
controvertido, de acuerdo con estudios previos. Unos estudios afirman que se encuentra
implicada en procesos inflamatorios crénicos, contribuyendo a la inhibicion de la degradacion
de la MEC, bloqueando el efecto de MMP-9. Otros sin embargo, no la encuentran aumentada
en enfermedades inflamatorias, ya que esta presentaria una expresién constitutiva, frente a la
expresion de otras MMPs, como la MMP-9, que resultan ser mas sensibles a ROS y a citoquinas
inflamatorias (150)(154). Nuestros resultados, figura 17.B, parecen reforzar la afirmacion de
que MMP-2 se encuentra expresada de manera constitutiva, ya que a pesar de presentar una
expresion mas elevada que el resto de MMPs esta expresidn no presenta variaciones
significativas tras la exposicién a nuestro tratamiento.

En cuanto a MMP-3, su elevada expresién observada tras nuestro tratamiento (Figura
17.B) se relacionaria, por tanto, con la produccién de ROS debido al tratamiento con EtOH v,
ademas la matriz extracelular podria encontrarse degradada.



Estudios previos en cdncer revelan la existencia de un promotor llamado Snail, el cual
poseeria un sitio de union para NF-KB, y este, seria necesario para la activacion de MMP-3
inducida por ROS (153). Por otro lado, niveles elevados de esta proteina se han visto
implicados en enfermedades inflamatorias como la artritis reumatoide y osteoartritis
(155,156,157,158).

La MMP-3, asi como la MMP-9 también ha sido identificada en la enfermedad de
Crohn que cursa con inflamacion (159,160). En ojo, la produccion de MMP-3 se encuentra
inducida por ROS (161) y presenta capacidad para degradar varios tipos coldgeno, asi como
proteinas de matriz no colagenas, la mayor parte de los cuales se encuentran en la MEC que
rodea al EPR y la membrana de Bruch (158).

Otra proteina que vemos elevada es la MMP-8, (Figura 17.B). Esta se encuentra
asociada a la produccion de inflamacién en diferentes enfermedades de pulmdn, cancer,
enfermedades de higado, enfermedades oculares, etc. (162,163).

Sin embargo, en enfermedades pulmonares MMP-8 parece disminuir la inflamacion,
pero promueve que el tejido se vuelva fibrotico (164). Nuestros datos muestran un aumento
de la expresidon de esta MMP, y de acuerdo con la produccidn de proteinas inflamatorias
producidas tras el tratamiento con EtOH en nuestro estudio esta proteina jugaria un
importante papel en la inflamacidn.

El aumento en la expresién de la MMP-9 con el tratamiento de EtOH, figura 17.B
podria ser debido al aumento de los marcadores inflamatorios en nuestro modelo celular. Esto
podemos suponerlo ya que la MMP-9 se ha visto implicada en enfermedades oculares como
DMAE, asi como en dafios producidos por ROS (165) e hipoxia (166). Ademds, como hemos
indicado anteriormente esta metaloproteinasa se encuentra implicada en procesos
inflamatorios (150,154,159,160).

La expresion de MMP-9 es baja en tejidos sanos y su expresidn se ve elevada durante
lesiones inflamatorias, autoinmunes, degenerativas, neopldsicas y angiogénicas (167). Existen
estudios que afirman que la produccién de ROS promueve la expresiéon de TGF-B1 que induce
la activacién de NFkB, y este activaria uPAy la MMP-9 (123).

Tras el tratamiento con EtOH, podemos observar una mayor produccion de ROS,
(Figura 14.C), asi como de MMP-9 (Figura 17.B) y uPA (Figura 15.B), sin embargo, observamos
una disminucidn de la expresiéon de TGF-B1 (Figura 15.B). Esto nos lleva a plantearnos que
quiza tras nuestro tratamiento se active NF-kB mediante una via diferente. Por otro lado,
existen estudios que afirman la existencia de un “feedback” positivo en la regulacién de MMP-
1, MMP-2 y VEGF (168). Nuestros datos no indican la existencia de este “feedback” negativo
con respecto a VEGF-A, pero no podemos afirmar que esta no exista con otro tipo de VEGF, ya
gue no han sido medidos.

En enfermedades oculares, la degradacién de la MEC se encuentra asociada a MMP-1,
,MMP-2, MMP3, MMP-8 y MMP-9 vy, su inhibidor TIMP-1, también encuentra elevada su
expresion intentando mantener la homeostasis fisioldgica (168).



Ademas, algunos estudios revelan la implicacion de la ruta PI3K/Akt en la activacion de
MMPs lo que produciria una cascada de sefializacion que implicaria diferentes proteinas como
mTOR, NFkB, GSK-3B y p53 (169). Ademas estas pueden ser reguladas por varias citoquinas
entre las que encontramos factores de crecimiento como TGF-a, TNFa y la IL-B (125,170).

Los datos obtenidos y la relacidén entre todos ellos, nos llevan a plantearnos que alguna
de estas proteinas pueda estar implicada en la respuesta celular producida tras el tratamiento
con etanol, orquestando asi, toda la respuesta celular.

Ademas debemos ser conscientes que el aumento de estrés oxidativo mediado por
etanol afecta a la permeabilidad de la membrana (171,172,173,174). Podemos corroborar
esto, ya que el tratamiento con etanol, provocd una disminucidn en la expresion de ZO-1,
figura 18. Este hecho es avalado por estudios previos que afirman la relacidn existente entre
un aumento MMP-9 y la degradacion de las tight junction, afectando principalmente a la
expresion de Z0-1 (175,176,177).

Como ya hemos comentado, la angiogénesis juega un papel importante en las
diferentes retinopatias. El desarrollo de nueva vasculatura durante la inflamacion daria lugar a
la arquitectura de vasos disfuncionales y un incremento de células inflamatorias. Ademas, la
inhibicién angiogénica durante enfermedades que cursan con inflamacién crénica atenua la
formacién de inflamacién y la patologia de la enfermedad (126).

Debemos aclarar que la formacidn de nuevos vasos incluye angiogénesis (formacién de
nuevos vasos a partir de capilares preexistentes), vasculogénesis (formacion de capilares de
novo a partir de células madre endoteliales derivadas de la medula dsea), extravasacion a
partir de vasos preexistentes (vessel cooption) (144,178).

Cuando el balance favorece los factores proangiogénicos la angiogénesis se activa,
produciendo la activacidon de células endoteliales, proliferacién, migracién degradacion de la
MEC y la formacién de capilares. Ademas, los capilares recién formados tienen una estructura
tortuosa y desorganizada y, una funcionalidad diferente de los vasos sanguineos normales
(144). Esto nos lleva a reflexionar sobre todos los resultados extraidos del array de
angiogénesis ya que el aumento de la expresion de uPA resulta contradictorio al resto de datos
obtenidos. Esto podia sugerir que el tratamiento con EtOH estaria provocando una disfuncidn
en la formacidn de nuevos vasos, ya que como hemos indicado la formacidn de nuevos vasos
sanguineos no se produce Unicamente debido a un proceso angiogénico.

En relacién con la hipdtesis, 200 mM podria ser el punto en la que se perdiera el
balance angiogénico, cabe volver a sefialar el resultado de la figura 16.A. Este resultado
apoyaria junto con los anteriores (Figura 15.C) que existe un desequilibrio de la angiogénesis a
una concentracion de etanol determinada. Donde a diferencia de la expresion proteica (Figura
15.A), la expresion de RNAm si se vio aumentado a 200 mM de EtOH.

Nuestros resultados de la figura 16.B, muestran una disminucion muy acusada de
VEGFR1. También observamos una disminucién de la expresion de VEGFR2, aunque en este
caso resultar ser menos significativa que la disminucidn observada en VEGFR1.



Por tanto, de acuerdo con los resultados previos, la disminucion de la expresion de
VEGF-A, figura 15.B y 16.A, asi como la de sus receptores estaria confirmando que el
tratamiento a altas concentraciones de EtOH produce una disminucién de la angiogénesis.

Existen estudios que demuestran que en condiciones de hipoxia e isquemia se
produce una sobre expresion de VEGFA (178,179,180). Ademads, cambios asociados con la
angiogénesis contribuyen de forma importante en el proceso de lesidon y remodelacion de los
tejidos vy, inevitablemente, esto se encuentra acompafiado de inflamacién crénica (181).
Diversos autores afirman que la sobreexpresion de VEGFA induce la expresion de los
receptores VEGFR1 y VEGFR2 en diferentes enfermedades como aterosclerosis, artritis,
diabetes, sepsis, psoriasis e inflamacidn vascular (180,181,182,183).

Teniendo en cuenta que VEGF-A se produce en situacidén de hipoxia o isquemia y de
acuerdo con la gran mayoria de los autores, quiza en nuestro estudio no nos encontremos ante
una situacion de hipoxia.

Esta suposicidn se encontraria respaldada por el hecho de que la proteina uPA
encuentra aumentada su expresion tras el tratamiento con EtOH, resultado que parece ser
contradictorio con el resto de datos obtenidos y, que nos lleva a plantearnos que otros tipos
de VEGF pueden encontrarse implicados en la reaccion producida tras nuestro tratamiento con
EtOH. Ademas, la regulacion de la angiogénesis, segln el contexto fisioldgico, condiciones de
hipoxia o inflamacidn, en el que se encuentre el tejido ya ha sido descrita en estudios con HDL
(184).
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1. El tratamiento crdnico de EtOH a altas concentraciones disminuye la viabilidad en las
células ARPE-19.

2. El tratamiento con EtOH de manera crénica da lugar al aumento de ROS en las células
ARPE-19.

3. La expresion de marcadores antigénicos, en células ARPE-19, se ve modificada tras un
tratamiento crénico con EtOH. 200 mM de EtOH resultd se la concentracion critica
para la modificacion en la expresidn de marcadores antiangiogénicos.

4. Existe una disminucion de la expresidn proteica en los receptores 1 y 2 de VEGF en
ARPE-19, tras un tratamiento crénico con EtOH.

5. La expresion del factor de crecimiento VEGF liberado por las células ARPE-19, se vio
aumentado tras la exposicién de manera crénica a 200 mM de EtOH, este aumento se
vio revertido a 600 mM de EtOH.

6. El tratamiento crénico con EtOH provoca modificacidn en la expresiéon de MMPs. Altas
concentraciones de EtOH aumentan la expresion de MMP-3, MMP-8, MMP-9 en las
células ARPE-19.

7. Existe una pérdida de la integridad de las uniones intercelulares en las células ARPE-19,
tras el tratamiento crénico con EtOH.
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ANEXO I:
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Figura 1: Esquema explicativo array de angiogénesis [ Tomada de Affymetrix. Human Angiogenesis Antibody Array]
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