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“Nada en la vida es para ser temido,

es solo para ser comprendido.

Ahora es el momento de entender mas,
de modo que podamos temer menos”

Marie Curie
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1. RESUMEN

Titulo

Estudio del efecto protector de la melatonina en el cristalino, analisis de su

accion hipotensora y modulacién de su secrecidon usando un filtro amarillo.

Introduccion

El cristalino es una lente biconvexa, avascular y transparente situada en el
polo anterior del ojo por detras del iris. Su funcién principal es enfocar la luz a
la retina. La opacificacion o pérdida de transparencia del cristalino genera
cataratas, la principal causa de ceguera reversible en el mundo, siendo el

estrés oxidativo un mecanismo patoldgico clave en su desarrollo.

La melatonina es una neurohormona secretada principalmente por la
glandula pineal, también es producida a nivel ocular en estructuras como el
cuerpo ciliar, la retina y el cristalino. La sintesis y liberacién de melatonina
sigue un ritmo circadiano, siendo suprimida su liberacién mediante la luz por
la activacion del fotopigmento melanopsina. Recientes estudios han
evidenciado la presencia de este fotopigmento en el cristalino y como su
activacion mediante luz azul disminuye la expresién de enzimas biosintéticas
de la melatonina asi como su produccidn, sugiriendo que la modificacion de la
luz, por ejemplo mediante el uso de filtros, podria regular la liberacién de

melatonina ocular.

La melatonina actia como agente antioxidante, adquiriendo asi un
potencial anticataratogénico. Se desconoce si los niveles de melatonina ocular
presentan alguna alteracion en la patologia de cataratas, repercutiendo en la

progresion de la enfermedad.



Objetivos

e Estudiar el efecto protector de la melatonina frente al estrés oxidativo
inducido por distintos agentes estresores evaluando los mecanismos

moleculares inducidos.

e Analizar los cambios en los niveles de melatonina y 6-hidroximelatonina

en el humor acuoso de pacientes con cataratas.

e Determinar los cambios en la expresion de enzimas biosintéticas y

melatonina en el cristalino bajo distintas condiciones de luz/oscuridad/filtro.

e Evaluar si la liberacién de melatonina enddégena mediante el uso de
filtros puede desarrollar efectos antioxidantes y protectores a nivel del

cristalino, asi como regular la presiéon intraocular.

Métodos

Se realizaron estudios in vitro con células de epitelio de cristalino humano
induciéndolas estrés oxidativo empleando como agentes estresores el H202 y
la exposicidn a luz y se analizé el efecto citoprotector de la melatonina. Se
evalud la viabilidad celular mediante ensayos de MTT, la produccién de ROS
mediante fluorimetria y se estudiaron las rutas intracelulares por las que la
melatonina media su accion. Concretamente, mediante estudios
inmunoldégicos de tipo western blot y ELISA, se determiné la implicacién del
sistema antioxidante Nrf2, la actividad de la enzima SOD vy la activacién del
inflamasoma NLRP3. Asimismo, se analizé la influencia de la aplicaciéon de

melatonina en el proceso de EMT inducido por estrés oxidativo.

Por otra parte, también se analizd6 mediante ensayos tipo ELISA Ia
concentracién de melatonina y 6-hidroximelatonina en el humor acuoso de
pacientes con catarata (diabética y no diabética) y se compard con los valores

presentes en sujetos control.
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Se evaludé la capacidad de modular la liberacién de melatonina y la
expresion de enzimas implicadas en su sintesis mediante el uso de filtros
amarillos realizando ensayos de tipo ELISA y western blot, tanto in vitro, con
células epiteliales humanas de cristalino, como in vivo, empleando un modelo
de conejo diabético. Asimismo, se analizé el efecto del filtro amarillo frente a
las alteraciones inducidas por el estrés oxidativo asociado al desarrollo de

cataratas y su capacidad de modular la PIO en un modelo animal.

Resultados

El tratamiento con H202 redujo la viabilidad de las células. La exposicion a
luz blanca tipo LED aumentd la acumulacién de ROS e indujo igualmente un
descenso en la viabilidad celular. El pretratamiento con melatonina previno
estos efectos sobre la viabilidad celular y la produccién de ROS y promovié la
expresion del sistema antioxidante Nrf2 y la actividad de la enzima SOD. La
activacion del inflamasoma NLRP3, inducida por estrés oxidativo, fue atenuada
por la melatonina. Ademas, el pretratamiento con melatonina revirtié la EMT

producida por estrés oxidativo.

El analisis de los niveles de melatonina y 6-hidroximelatonina en los
humores acuosos revelé una inferior concentracion en los pacientes con
catarata frente a los sujetos control, siendo menor en pacientes con catarata

diabética (60% de reduccién respecto al control).

En los estudios con filtro amarillo, la exposicién a luz disminuyé los niveles
proteicos de las enzimas AANAT, nativa y fosforilada, e HIOMT (22%, 25%, 31%
de reduccidn, respectivamente) asi como la secrecion de la melatonina y su
producto degradativo. El filtro amarillo revirtié el descenso en la expresién de
enzimas biosintéticas, la reduccién en la liberacidon de melatonina y protegio a

las células del dafio inducido por la luz disminuyendo la acumulacién ROS.

El efecto del filtro amarillo fue evaluado en un modelo de conejo diabético,

mostrando una bajada en los niveles de melatonina en el humor acuoso



semejante al de los pacientes con catarata diabética, asi como una menor
expresion de enzimas AANAT, HIOMT y pAANAT (67%, 76%, 59% de reduccion,
respectivamente) respecto al control. El filtro amarillo permitié restablecer
unos niveles de estas enzimas similares al control en los animales con catarata
diabética, recuperando el contenido de melatonina en el humor acuoso, asi

como preservar la expresion proteica de Nrf2 y la actividad de la enzima SOD.

El filtro amarillo también redujo la presién intraocular en un modelo

animal.
Conclusiones

La aplicacion de melatonina contrarrestd el descenso en viabilidad celular
inducida por los agentes estresores estimulando la capacidad antioxidante de
las células mediante el incremento de los niveles proteicos de Nrf2 y de la
actividad de SOD. Ademds, la melatonina previno la activacion del

inflamasoma NLRP3 inducida por la exposicidon a estrés oxidativo.

Existe una alteracidon de los niveles de melatonina en el humor acuoso de
pacientes con cataratas, siendo mas marcada en pacientes con catarata

diabética.

La modulacidon de la secreciéon ocular de melatonina mediante el uso de
filtros permitié inducir su sintesis, restaurando el descenso detectado en el
modelo de animal diabético. El filtro amarillo aumentd la defensa antioxidante

del cristalino protegiéndolo del daifo oxidativo.

El filtro amarillo y la consiguiente regulacién de melatonina ocular

enddgena permitieron modular la PIO en un modelo animal.
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2. ABSTRACT

Title

Study of the protective effect of melatonin on the lens, analysis of its

hypotensive action and modulation of its secretion using a yellow filter.

Introduction

The lens is an avascular and transparent structure located in the anterior pole
of the eyeball behind the iris. Its main function is to focus light on the retina. The
opacification or loss of transparency of the lens generates cataracts, which are the
main cause of reversible blindness in the world. Oxidative stress is a key

pathological mechanism in cataract progress.

Melatonin is a neurohormone mainly secreted by the pineal gland and also
produced at eye structures such as the ciliary body, the retina and the lens. The
synthesis and release of melatonin follows a circadian rhythm. Melatonin release
is suppressed by the activation of the photopigment melanopsin by light. Recent
studies have shown the presence of melanopsin in the lens and how its activation
by blue light exposure decreases the expression of enzymes involved in melatonin
biosynthesis as well as neurohormone production, suggesting that light

modulation, for example with filters, could regulate melatonin in the eye.

Among the functions of melatonin in the eye highlights its possible role as an
antioxidant agent. Taking into account the relationship of cataracts with oxidative
stress, the anticataratogenic potential of melatonin has been suggested. It is
unknown whether ocular melatonin levels are altered in cataracts, which could

affect the disease progression.



Objectives

e To study the protective effect of melatonin against oxidative stress induced
by different stress agents, evaluating the molecular mechanisms induced.

e To analyze the changes in melatonin levels and 6-hydroxymelatonin in the
aqueous humor of patients with cataracts.

e To determine the possible changes in the expression of biosynthetic
enzymes and in melatonin release in the lens under different light/dark
conditions and in the presence of a yellow filter.

¢ To evaluate whether the melatonin release through the use of yellow filter

can induce antioxidant and protective effects at the lens and regulate IOP.

Methods

In vitro studies were carried out with human epithelial lens cells, which
were challenged with oxidative stressors agents (H20; and light exposure), being
the cytoprotective effect of melatonin analyzed. Changes in cell viability were
evaluated by MTT assay and modifications in ROS production were studied by
fluorimetry. The intracellular pathways prompted by melatonin to mediate its
actions were also evaluated. Particularly, immunological assays such as western
blot and ELISA were used to determine antioxidant system Nrf2 involvement, SOD
activity and NLRP3 inflammasome activation. Melatonin influence in the EMT

process induced by oxidative stress was also analyzed.

Melatonin and 6-hydroxymelatonin concentrations in aqueous humor of
cataract (diabetic and non-diabetic) patients were measured by ELISA and

compared with control subjects.

Yellow filter ability to modulate melatonin release from the lens was
evaluated. Analysis of melatonin release and expression of enzymes involved in
melatonin synthesis was carried out by means of ELISA and western blot assays,
respectively. These studies were performed both in in vitro experiments with
human lens epithelial cells and in vivo using a diabetic rabbit model. Likewise, in

both experimental models, the protective effect of the yellow filter against the
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alterations induced by oxidative stress associated with cataracts was analyzed.

Yellow filter ability to modulate IOP was also tested in a rabbit model.

Results

H,0, treatment reduced viability of human lens epithelial cells. Exposure to
white LED light increased ROS accumulation and induced cell viability decrease.
Melatonin prevented these effects on cell viability and ROS production and
promoted the expression of the antioxidant system Nrf2 and superoxide
dismutase activity. NLRP3 inflammasome activation induced by oxidative stress
was also attenuated with melatonin. Moreover, melatonin reversed the EMT

induced by oxidative stress in cells.

The analysis of melatonin and 6-hydroxymelatonin levels in the aqueous
humors of patients with cataracts revealed a lower concentration in these patients
compared to control, with a more marked decrease in diabetic cataract patients

(60% of reduction as compared to control).

Regarding the yellow filter studies, treatment with light decreased the protein
levels of native and phosphorylated AANAT and HIOMT (22%, 25% and 31%
reduction, respectively) as well as the secretion of this neurohormone and its
degradative product. Yellow filter exposure reversed the decline in biosynthetic
enzyme expression, the reduction in melatonin release, and protected human lens

epithelial cells from light-induced damage by reducing ROS accumulation.

The effect of the yellow filter was evaluated in a diabetic rabbit model, which
showed a decrease in melatonin concentration in the aqueous humor similar to
that found in diabetic cataract patients. A lower protein expression of AANAT,
PAANAT and HIOMT (67%, 59% and 76% reduction respectively) were detected in
these animals as compared to control. In diabetic cataract animals, yellow filter
exposure reestablished enzyme protein levels as well as aqueous humor
melatonin content. Yellow filter exposure in diabetic cataract rabbits preserved

the Nrf2 protein expression and SOD activity.



Yellow filter exposure also reduced IOP in a rabbit animal model.

Conclusions

Melatonin counteracted the decrease in cell viability induced by the oxidative
stress agents by stimulating the cell antioxidant capacity increasing Nrf2 protein
expression and SOD activity. Moreover, melatonin prevented NLRP3

inflammasome activation induced by oxidative stress.

Lower aqueous humor melatonin levels from patients with cataracts were
detected as compared to control subjects, being the decrease more marked in

patients with diabetic cataract.

Modulation of ocular melatonin secretion using filters allowed inducing ocular
melatonin synthesis, restoring the decrease in this neurohormone detected in the
diabetic animal model. The use of a yellow filter increased the intracellular

antioxidant defense of the lens, protecting it from oxidative damage.

Yellow filter use and the consequent regulation of ocular melatonin levels

reduced IOP in an animal model.
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1. SISTEMA VISUAL

El sistema visual esta formado por todas las estructuras que permiten que se
produzca la visiéon. Todo empieza cuando un rayo de luz procedente del exterior
llega hasta el globo ocular, atravesando la pelicula lagrimal, la cérnea, la cdmara
anterior, el cristalino y el cuerpo vitreo para incidir en la retina y sus células
especializadas, cuyos conos y bastones procesardn la energia luminica para
transformarlos en potenciales nerviosos de accion mediante la fototransduccién.
Al instante, son transmitidos a las areas visuales del cerebro por el nervio dptico, a
través del quiasma éptico, los tractos Opticos, el cuerpo geniculado lateral y
finalmente, mediante las radiaciones dpticas toda la informacién llega y termina

de procesarse en el cértex visual (Forrester et al., 2016a).

Evidentemente existen numerosas estructuras oculares que participan de
manera secundaria en el proceso fisiolédgico de la visién, cuyo andmalo
funcionamiento también pueden alterar el sistema visual. Algunas de ellas serian
los parpados, los musculos extraoculares o el sistema lagrimal entre otras (Levin et

al., 2011).

1.1. ESTRUCTURA GENERAL DEL GLOBO OCULAR

El globo ocular es la estructura principal que conforma el érgano de la visién.
Tiene una forma hueca y redondeada, diferenciando dos segmentos segun
curvatura y tamano. El segmento anterior, mas pequefio y convexo, da lugar a dos
cavidades, la cdmara anterior y posterior. El segmento posterior, tiene un radio de
curvatura mucho mayor y da forma a la cavidad vitrea (Levin et al., 2011). También
es posible dividir el globo ocular en tres capas formadas por diferentes estructuras

(Figura 1).



1.1.1. Capa Externa

La capa externa estd compuesta por la esclera y la cérnea, siendo la capa mas
resistente, también llamada tunica fibrosa. Aporta rigidez, proteccién y actua

como soporte estructural.

La esclera es la membrana ocular mas sélida y resistente. Estd formada por
tejido conectivo, que le aporta viscoelasticidad, es opaca y practicamente
avascular. Sus principales funciones son las de proteccion y mantenimiento
estructural. Es necesaria esa elasticidad intrinseca para permitir los movimientos
externos del globo ocular provocados por los musculos extraoculares, asi como
para mantener la forma adecuada al producirse cambios en la presién intraocular
(IOP), tanto a lo largo del dia como aquellos debidos a alguna enfermedad
(Asejczyk-Widlicka & Pierscionek, 2008; Thale & Tillmann, 1993). Ademas, la
esclera junto con la cérnea constituye la primera barrera capaz de evitar la

difusién de macromoléculas al interior del globo ocular (Kim et al., 2014).

La cornea es la estructura mas externa del ojo y se sitlia en la porcidn anterior.
Es transparente, ya que su principal funcién es la de actuar como lente refractiva,
ya que ésta estructura junto con la pelicula lagrimal forman entre dos tercios y
tres cuartos del poder dptico del ojo. Ademas es la primera barrera protectora
ante agentes externos gracias a las uniones estrechas que presenta (Sridhar,
2018). Estd recubierta por la pelicula lagrimal, cuyo cometido es el de nutrir y
mantener la transparencia corneal, al igual que el humor acuoso en su interior,
puesto que la cérnea es avascular. La cérnea esta formada por 5 capas, ordenadas
de fuera a dentro son: el epitelio corneal, la capa de Bowman, el estroma, la
membrana de Descemet y el endotelio (Del Buey Sayas & Peris Martinez, 2014;
Kim et al, 2014; Meek & Knupp, 2015). Estas capas estan precisamente

organizadas para garantizar la transparencia de la cérnea (Sridhar, 2018).

Entre las capas anteriormente explicadas existe una zona de transicién
denominada limbo esclerocorneal, cuyas funciones son las de aportar nutrientes a
la cérnea periférica, favorecer la cicatrizacién corneal y ofrecer respuestas de

hipersensibilidad ante cualquier alteracién de la superficie ocular entre otras. Su
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funcién mas importante es aquella en la que participan sus estructuras mas
internas, como la malla trabecular y el canal de Schlem, que se encargan del
drenaje del humor acuoso, estando claramente implicado en el mantenimiento de

la presidn intraocular (Forrester et al., 2016a; McMenamin & Steptoe, 1991).

1.1.2. Capa Media

La capa media o tunica vascular esta formada por la coroides y la Uvea, formada
a su vez por el iris y el cuerpo ciliar. Estas estructuras, continuas entre si, dan lugar
a la pupila en la parte anterior del ojo y al nervio dptico en la zona posterior

(Forrester et al., 2016a).

El iris es la primera estructura opaca que bloquea parte de los rayos de luz que
atraviesan las anteriores capas transparentes del ojo. Por tanto, su funcién
principal es la de actuar como diafragma ocular, dejando pasar solo la luz
necesaria en cada situacion. En funcién de la claridad ambiental el iris se dilata o
se contrae dejando pasar a través de la pupila los rayos de luz. Divide la cdmara
anterior de la posterior, y en su raiz se une al angulo iridocorneal y al cuerpo ciliar

(Davis-Silberman & Ashery-Padan, 2008).

La otra estructura que forma parte de la Uvea es el cuerpo ciliar. Se trata de un
anillo que rodea todo el iris y se continda con la coroides en la ora serrata. Se
divide en la pars plicata o procesos ciliares, dénde se produce el humor acuoso, y
la pars plana o musculo ciliar, encargado de sujetar las fibras de la zénula de Zinn
que moldean el cristalino al estirarse o contraerse durante la acomodacion (Levin

et al.,, 2011).

Finalmente, la Ultima estructura que conforma la capa intermedia del ojo es la
coroides. Es la zona mas posterior ya que se continua desde la ora serrata hasta el
nervio Optico. Estd formada principalmente por vasos sanguineos, y su funcién
principal es la de abastecer de nutrientes suficientes a la retina y la Uvea (Forrester

et al., 2016a; Levin et al., 2011).



1.1.3. Capalinterna

La capa mas interna es aquella formada por la retina, constituyendo la tunica
neural. La luz del exterior es enfocada sobre la fovea, el centro de la macula,
dénde sera transformada en impulsos neuronales para el posterior procesamiento
de las imagenes del entorno. La retina esta formada por diferentes tipos de células
cuyos nucleos y axones delimitaran un total de 10 capas (Forrester et al., 2016a;

Mafee et al., 2005).

Por un lado, el epitelio pigmentado de la retina (RPE) es la capa mas externa
de la tunica neural que conforma el globo ocular. Se encuentra en contacto
externamente con la coroides e internamente con la retina neural, y al igual que la
tunica vascular, se extiende anteriormente desde la ora serrata hasta la insercidn
del nervio éptico. Se trata de una Unica capa celular con gran cantidad de
melanina, lo que le confiere unas propiedades éptimas para absorber o reflejar la
luz que le llega, siendo esta su principal funcién junto con la de actuar como
barrera y transporte metabdlico y aportar una buena adhesién de la capa neuronal

(Martinez-Morales et al., 2004; Strauss, 2005).
A continuacion, la retina estd estratificada de fuera hacia dentro en:

e Capa de segmentos de los fotorreceptores: formada por los segmentos
de los conos y bastones. Es el lugar donde comienza la fototrasduccién.

e Membrana limitante externa: entre los nicleos y segmentos de dichos
conos y bastones, se forma una membrana con las uniones entre los
segmentos y las prolongaciones de las células de Miller.

e Capa nuclear externa: donde se encontran los nucleos de los
fotorreceptores.

e Capa plexiforme externa: en ella se realizan las conexiones entre
fotorreceptores, células bipolares, células horizontales y células
interflexiformes.

e Capa nuclear interna: de nuevo los cuerpos celulares dan lugar a otra
capa formada por las nucleos de las células bipolares, horizontales,

amacrinas, interplexiformes y las de Miiller.
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e Capa plexiforme interna: los axones de las células bipolares, las
ganglionares, amacrinas e interplexiformes, dan lugar a esta capa.

e Capa de células ganglionares de la retina: principalmente la conforman
los somas de las células ganglionares.

e Capa de fibras nerviosas de la retina: los axones de las células
ganglionares que se dirigen hacia el nervio éptico forman esta capa.

¢ Membrana limitante interna: Finalmente, las terminaciones de las

células de Mdller crean esta membrana que limita con el vitreo.

Epitelio carneal

Cdrnea

Angula iridocarneal

Conjuntiva
: Limba esclerocorneal
Camara posterior Wﬂanal de Schlemm
Zinula \&\\-\/\—*— Pars plana

Ora serrata

Misculo recto

VITRED

;_,—-—Eanal hialoideo

Cornides \\\; &

Epitelio pigmentado de la retina /\§§\\ Esclera
Retina SN Fdvea
Limina cribosa

Espacio subaracnoideo
Duramadre

Nervio dptico

Figura 1. Estructura del globo ocular.
La representacion esquemdtica muestra las estructuras que forman parte de las tres capas del globo ocular.
Modificada de (Forrester et al., 2016a).

Ademas de estas tres capas que se acaban de detallar, para mantener su forma
el globo ocular esta relleno de dos fluidos transparentes, llamados humor acuoso y
humor vitreo. El primero se encuentra ocupando las cdmaras anterior y posterior
del ojo, en el polo anterior. Estas dos cdmaras estan dividas por el iris como hemos
comentado. El cristalino, sujeto por las fibras de la zénula, limita los dos polos

oculares y se encuentra en el centro de todas las capas del ojo que lo rodean. En el

polo posterior dando turgencia al globo ocular hallamos el cuerpo vitreo relleno
7



de humor vitreo ocupando un 80% del volumen total y con una consistencia mas

gelificada que la del humor acuoso (Forrester et al., 2016a; Remington, 2012b).

A continuacion se describen con mas detalle las dos estructuras oculares en las
gue hemos centrado principalmente nuestros estudios: el cristalino y el humor

aCuoso.

1.2. ELCRISTALINO

El cristalino es una lente biconvexa, avascular y transparente que se sitla en el
polo anterior del globo ocular por detrds del iris, delimitando el humor acuoso de
la cdmara posterior y el humor vitreo. Estos fluidos, que le rodean, son la principal
fuente de nutrientes para sus células ya que no estd vascularizado. Su principal
funcién es la de enfocar la luz a la retina y, por lo tanto, es muy importante el
mantenimiento de su transparencia. Debido a su posicidon a lo largo del eje dptico,
estd continuamente expuesto a la radiacién solar (Andley, 2008; Forrester et al.,

2016a).

El cristalino tiene un alto contenido en proteinas que representan,
aproximadamente, un 38% de su masa. Entre estas proteinas, las cristalinas
suponen el 90% de las proteinas solubles presentes en la lente (Pescosolido et al.,
2016). La organizacién estructural de las cristalinas es fundamental para preservar
la correcta transparencia del cristalino (Bloemendal et al.,, 2004). Ademas de su
papel estructural, las cristalinas desarrollan otras funciones tales como actuar
como chaperonas, proteger a las células de la apoptosis inducida por estrés,
regular el crecimiento celular y aumentar la estabilidad gendmica (Pescosolido et

al., 2016; Timsina & Mainali, 2021).

En cuanto a la formacion embriolégica del cristalino, éste se empieza a
distinguir a partir del dia 27 del embarazo. Se puede observar la llamada vesicula
del cristalino compuesta por una capa de células epiteliales formando una esfera
vacia en su interior. Las células de la zona posterior se alargan y se diferencian
convirtiéndose en las fibras primarias del cristalino, creciendo y llenando la esfera.

Por esta razén, en el adulto solo existe epitelio anterior. Durante la vida del
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individuo las células del epitelio se dividirdn en la zona germinativa e iran
formando las fibras secundarias que irdn rodeando las mas viejas (Forrester et al.,

2016b; Remington, 2012a).

Podemos dividir el cristalino en diferentes capas: la capsula del cristalino, la
capa de células del epitelio del cristalino y la capa de fibras del cristalino (Figura 2)

(Hejtmancik et al., 2015; Remington, 2012a).
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Figura 2. Estructura del cristalino.

Dibujo esquemdtico representativo de las capas que conforman el cristalino. Modificada de (Remington,
2012a).

1.2.1. Capsula del Cristalino

La capsula del cristalino es una membrana basal y es la capa mas externa que
envuelve toda la lente. En la zona intermedia entre el polo anterior y posterior de
la propia lente se encuentra el ecuador. En esta regidn la cdpsula es mas gruesa y
se insertan las fibras de la zénula responsables de moldear la curvatura del
cristalino para acomodar y enfocar asi objetos cercanos. En posiciéon de reposo el
cristalino tiende a adoptar una forma esférica. Con los afios el grosor de la capsula
aumenta, sobre todo la zona pegada al epitelio anterior. Ademas, ésta actia como

barrera protectora ante grandes moléculas (Levin et al., 2011).



1.2.2. Células del Epitelio del Cristalino

La capa de células del epitelio anterior del cristalino se encuentra adyacente a
la regidn anterior de la capsula y a medida que se acercan al ecuador, en la zona
germinal, se transforman en fibras. Se trata de una monocapa de células
cuboidales encargada del transporte metabdlico de nutrientes. La zona basal de la
célula se dirige hacia la capsula y, por tanto, la porcién apical se orienta hacia el
centro. Las células se encuentran unidas entre si mediante desmosomas y uniones

en hendidura (GAP junctions) (Andley, 2008).

1.2.3. Fibras del Cristalino

En la capa de fibras del cristalino, se pueden diferenciar la corteza y la zona
nuclear interna. A lo largo de toda la vida se van produciendo nuevas fibras. Desde
la zona ecuatorial, las células del epitelio se van diferenciando, alargdndose y
perdiendo sus organulos para convertirse en las fibras secundarias del cristalino
que se acumulan concéntricamente como las capas de una cebolla (Zelenka &
Arpitha, 2008). Por tanto, la zona nuclear es aquella que alberga las fibras mas
antiguas. Se puede observar, mediante una seccién transversal, como las fibras
adoptan una forma hexagonal. Ademas, en su citoplasma se localizan una gran
cantidad de proteinas cristalinas que contribuyen al mantenimiento del indice de
refraccion necesario (Vavvas et al., 2002). Son muy importantes también los
desmosomas y las uniones GAP que se encuentran entre las fibras del cristalino, al
igual que en las células del epitelio anterior, y que permiten el transporte de iones
y pequefias moléculas entre ellas. Este transporte esta facilitado también por una
corriente idnica que se produce entre la zona del ecuador y los dos polos del
cristalino, generado gracias a la actividad de Na*/K* ATPasas (Mathias et al., 2007).
De la misma manera, existe un constante transporte de agua que ayuda a expulsar
los desechos y mantener la transparencia del cristalino siguiendo la misma

corriente (Forrester et al., 2016c; Remington, 2012a).
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1.3. HumoR Acuoso

El humor acuoso es el fluido transparente y especializado que rellena las
cavidades de la camara anterior y posterior del ojo del polo anterior, con un

volumen de 250 plL aproximadamente (Civan, 1998).

1.3.1. Funcién y composicion

Una de sus multiples funciones es la de proporcionar nutrientes a las
estructuras avasculares subyacentes: la cérnea y el cristalino. Principalmente
aporta oxigeno, glucosa y otros metabolitos necesarios como electrolitos (iones
organicos e inorganicos), carbohidratos, glutation, urea, aminoacidos, proteinas y
agua, de los que esta compuesto (Goel et al., 2010; Remington, 2012b). Es similar
al plasma sanguineo ya que procede de los capilares fenestrados del estroma de
los procesos ciliares, pero con una concentraciéon de proteinas 200 veces menor,
entre ellas la albumina es la mas abundante, asi como una proporcién de entre 20-
50 veces mas de acido ascérbico en comparacién con el plasma. Esta
concentracion tan alta de acido ascorbico contribuye a su vez a la proteccién del
cristalino ante la radiacién ultravioleta (Krause & Raunio, 1969; Reddy et al., 1998;

Taylor et al., 1991).

Otra de sus competencias es la de actuar como transportador no especifico de
citoquinas, neurotransmisores e inmunoglobulinas. También se encarga de
eliminar los desechos celulares y de mantener una presidn intraocular estable. El
flujo de entrada y salida del humor acuoso determina la IOP. La alteracién de su
flujo (tanto de entrada como de salida) puede provocar un aumento en la IOP y

conducir al glaucoma (Forrester et al., 2016¢; Huang et al., 2018).

Su transparencia es de vital importancia puesto que es importante mantener
unas condiciones ideales para que la luz lo atraviese sin desviarse y conservando
un indice de refraccién de 1.33 para contribuir con la funcidn refractiva que tienen

todas las estructuras transparentes del ojo.



1.3.2. Produccion

Los procesos ciliares son los encargados de la produccién de humor acuoso
hacia el interior de la cdmara posterior (Figura 3). Tanto el ratio de entrada como
el de salida son similares, alrededor del 1-1.5% de su volumen total en mamiferos,
asi que en ojos sanos de humanos la tasa de produccién suele ser de 2.5 pL/min

aproximadamente (Levin et al., 2011).
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Figura 3. Esquema de entrada y salida del humor acuoso y sus estructuras adyacentes.

El humor acuoso se produce en los procesos ciliares, se dirige hacia el centro del iris a través de la cdmara
posterior, atraviesa la pupila y se drena en las diferentes estructuras del dngulo iridocorneal pasando por la
camara anterior. Modificada de (Levin et al., 2011).

Los procesos ciliares o pars plicata del cuerpo ciliar estan formados por una
bicapa de células epiteliales, que esta en contacto directo con la cavidad de la
camara posterior y por tanto, con el humor acuoso, es el denominado epitelio no
pigmentado. Por debajo de ésta, situada mas externamente, nos encontramos con
la capa de células del epitelio pigmentado de los procesos ciliares (Forrester et al.,

2016a; Levin et al., 2011).

Durante el proceso de formacion del humor acuoso existen tres fases
consecutivas que se tienen que llevar a cabo. Por un lado, tiene que producirse

una irrigaciéon continua de los procesos ciliares, mediante el flujo sanguineo que
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llega a él mediante los capilares que lo rodean. A través de estos capilares
fenestrados se filtra el plasma hacia los espacios intersticiales entre los vasos y el
epitelio ciliar. Por Ultimo, en el epitelio ciliar se produce la secrecién de la mayor
parte del liquido hacia la cdmara posterior mediante una secrecion activa, ya que

ocurre en contra del gradiente de presion (Brubaker, 1991).

1.3.3. Drenaje

Existen dos vias de salida del humor acuoso: la via convencional y la via no
convencional. La mayor parte del fluido que rellena las cavidades de la cdmara
anterior y posterior del ojo se drena sobre todo a través de la malla trabecular y el
canal de Schlemm (via convencional), creando un flujo de humor acuoso que sale
de la pars plicata de los procesos ciliares, pasando por la pupila y termina en el
angulo iridocorneal. A través de la via de salida uveoescleral (o no convencional),
el humor acuoso es drenado por difusién a través de la esclera por los espacios de
la malla uveal (Figura 3) (Huang et al., 2018; Macknight et al., 2000; Remington,
2012b).

La via convencional, como hemos explicado, comienza en la cdmara anterior.
Desde alli, el humor acuoso pasa a través de la malla trabecular y sus multiples
capas entrando en el canal de Schlemm. Seguidamente el fluido se dirige hacia los
canales colectores, llegando al plexo venoso intraescleral y, para terminar, se
evacla en las venas acuosa y epiescleral donde el humor acuoso se une a la
circulaciéon venosa redirigiéndose hacia el corazén, volviendo a empezar todo el

ciclo (Huang et al., 2018).

La via no convencional, a diferencia de la anterior, desplaza el humor acuoso
hacia la zona mas anterior del cuerpo ciliar desde la camara anterior a través del
espacio supracoroideo mediante difusion y el liquido acaba saliendo del ojo por los

vasos a través de la esclera (Huang et al., 2018).



2. CATARATA

La catarata es la opacificacidn o pérdida de transparencia del cristalino, siendo
ésta la principal causa de ceguera reversible en el mundo. La prevalencia de las
cataratas es de alrededor del 47.8% entre la poblacion de mas de 50 anos
(Prokofyeva et al., 2013). Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), las
cataratas son las responsables de mds del 40% de los casos de ceguera a nivel
mundial (Lee & Afshari, 2017; Prokofyeva et al., 2013) y esta cifra aumenta hasta
el 90% en el caso de los paises desarrollados (Thompson & Lakhani, 2015). Como
consecuencia del aumento de la esperanza de vida se espera un continuo
incremento de esta patologia en los préximos afios, cuyos costes médicos directos
suponen una carga econdmica considerable para los sistemas de salud publicos.
En particular, la OMS estima que unas 50 millones de personas tendran ceguera

por cataratas en el afio 2050 (Fan et al., 2017).

La caracteristica opacificacion del cristalino en las cataratas es el resultado de
cambios en las proteinas en las células del cristalino o en la estructura de las
células del cristalino perdiéndose la microarquitectura celular del cristalino

(Brennan & Kantorow, 2009).

Se trata de una enfermedad multifactorial que esta asociada al envejecimiento,
a la exposicién de la luz, al consumo de tabaco y alcohol; asi como a diferentes
patologias como la diabetes, la obesidad, hipertensién y el consumo de cierta
medicacién sistémica (Vrensen, 2009). También puede ocurrir como consecuencia
de factores hereditarios, traumatismos, inflamacién y trastornos metabdlicos o
nutricionales, entre otros. Normalmente la aparicién de cataratas es bilateral pero

se encuentran comunmente casos asimétricos (Asbell et al., 2005).

El tratamiento mas directo y efectivo para las cataratas es la cirugia, en la que
los cristalinos opacos se reemplazan por lentes intraoculares. A pesar de ser un
procedimiento eficaz, pueden existir algunas complicaciones tales como
dislocacion intraocular de la lente, inflamacidn tras la cirugia asi como
opacificacidén capsular posterior (Goodman et al., 1989). Por otra parte, en areas

del tercer mundo con pocos recursos médicos y econdmicos la realizacién de este
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tipo de cirugia no resulta tan accesible (Wang et al.,, 2016). Por todo ello, el
desarrollo de nuevas terapias farmacoldgicas para el tratamiento y/o prevencion
de las cataratas sigue representando un importante area de investigacion a nivel

ocular (Xu et al., 2020).

2.1. Tipos DE CATARATAS

La clasificacidn de las cataratas es amplia y compleja, ya que podemos dividirlas
en funcién de su causa, el momento de la aparicién o dependiendo de la
localizacion de la opacificacion. Siguiendo este ultimo criterio podemos distinguir
tres tipos de cataratas principalmente: nuclear, cortical y subcapsular posterior

(Figura 4) (Asbell et al., 2005; Olver et al., 2014; Thompson & Lakhani, 2015).

2.1.1. Catarata Nuclear

Las cataratas nucleares son el tipo mds comun de opacificacion en el cristalino.
Su aparicién se asocia al envejecimiento del cristalino con la edad. El numero de
capas de fibras aumentan, comprimen y endurecen, amarilleando el cristalino. Su
progresion es lenta y van asociadas a un cambio de refraccién, aumentando el
poder diéptrico y provocando consecuentemente una miopia debida a la catarata.
Normalmente no afectan mucho a la visién hasta que ya esta muy avanzada,
pudiendo afectar tanto a la visién de los colores como a la visién de lejos, puesto
gue tiende a miopizar, mejorando por tanto, la vision de cerca de los pacientes
gue por norma general suelen ser présbitas (Asbell et al., 2005). En el nucleo de
los cristalinos de individuos con este tipo de catarata se ha detectado una
reduccion en los niveles del agente antioxidante glutation (Reddy, 1990; Sweeney
& Truscott, 1998) lo que, como se comentara posteriormente, va a estar
relacionado con la existencia de estrés oxidativo, un evento patolégico clave en el

desarrollo de las cataratas.



2.1.2. Catarata Cortical

En la corteza del cristalino se van generando las nuevas fibras, con la edad
pueden aparecer opacidades blancas en forma de estrias, empezando por la zona
mas periférica hasta llegar a alcanzar el centro del eje visual, produciendo la
aparicién de una catarata cortical (Asbell et al., 2005). Entre los sintomas mds
comunes entre los pacientes con cataratas corticales nos encontramos con el
deslumbramiento y la mala visién nocturna que les dificulta la conduccién

(Remington, 2012a; Thompson & Lakhani, 2015).

Se ha sugerido la asociacién de este tipo de catarata con una alteracién del
equilibrio osmético en las fibras debido al aumento de calcio y la alteracion de los
niveles de sodio y potasio, como consecuencia de un mal funcionamiento de los
sistemas de transporte idnico, lo que conduce a la acumulacién de agua en la fibra
(Delamere & Tamiya, 2009). Las fibras muestran una disrupcion de su estructura e
incluso puede producirse la rotura de sus membranas. Por otra parte, se ha
demostrado que el incremento en la concentracién de calcio induce procesos de
protedlisis (Rhodes & Sanderson, 2009) debido a la activaciéon de la proteasa
calpaina 2 por calcio (Biswas et al., 2005), aspecto que se comentard con mas
detalle en el apartado sobre mecanismos moleculares implicados en el desarrollo

de cataratas.

Por otra parte, se ha relacionado su aparicién con una alta exposicién a la
radiacion de rayos ultravioleta (UV) a lo largo de la vida. Curiosamente, a pesar de
asociarse con la exposicion a la luz UV, la zona en la que comienza esta
degradacion es la ecuatorial, aquella que esta mas protegida de la luz gracias al iris
(Remington, 2012a). Ademas, suele ser el tipo de catarata mds comun entre

pacientes diabéticos (Obrosova et al., 2010).
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Figura 4. Tipos de cataratas.
Representacion esquemdtica de las cataratas nucleares, corticales y subcapsulares posteriores. Modificada
de (Asbell et al., 2005).
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2.1.3. Catarata Subcapsular Posterior

Las cataratas subcapsulares posteriores se producen en la zona central de la
corteza del cristalino y tienen forma granular. Este tipo de opacidad se debe a la
migracion de células epiteliales hacia la regién ecuatorial del cristalino y su
acumulacién en el polo posterior del cristalino (Remington, 2012a). Su evolucién
es muy rapida y la mayoria de los pacientes no presentan sintomas hasta que la
catarata estd bien desarrollada. Los pacientes que llegan a presentar sintomas
tienden a tener problemas con el exceso de luz y la pupila se contrae, ya que la
opacificacién se sitla en la zona central. Los pacientes con este tipo de cataratas
suelen ser mads jovenes y se quejan de deslumbramientos nocturnos y de mala
visién en cerca (Asbell et al., 2005). Suele ser comun en personas que utilizan

corticoesteroides (Thompson & Lakhani, 2015).

2.1.4. Opacificacion Capsular Posterior

También existe otro tipo de catarata que son secundarias a la propia cirugia de
cataratas. A esta anomalia se le llama opacificacién capsular posterior (PCO) y es la
principal complicacion postoperatoria. Ocurre como consecuencia de una
proliferacion de restos de células del epitelio anterior del cristalino que
permanecen adheridas a la cdpsula anterior y que, como respuesta a la
cicatrizacidn tras el trauma quirdrgico y a la herida que produce la cirugia, se
reproducen o se fibrosan en la zona posterior de la capsula del cristalino. La
proliferacion celular conduce finalmente a la dispersién de la luz y la disminucién
de la vision. Este tipo de opacificacion puede ocurrir después de unos meses e

incluso afos tras la cirugia de cataratas (de longh et al., 2005).

Dependiendo del grado de evolucién de la opacificacidn existen dos tipos de
PCO. La PCO fibrética y la PCO regenerativa que aparece a medida que avanza la
PCO fibrdtica y que se caracteriza por la presencia del llamado anillo de
Soemmerring y las perlas de Elschnig (células de aspecto globular debido a una

diferenciacién aberrante) (Wormstone et al., 2021).
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En la PCO fibrética se observa contraccion de la capsula posterior, aumento de
la proliferacion y agregacion celular, depdsitos de matriz extracelular y mayor
presencia de miofibroblastos (Wormstone et al., 2021). Crecientes evidencias
cientificas indican que el proceso de transicion epitelio-mesénquima (EMT) esta
implicado en la formaciéon de la PCO fibrética (Joseph et al., 2019; Mamuya et al.,
2014). Durante la EMT, las caracteristicas especificas de las células de tipo epitelial
desaparecen, perdiendo su polaridad y adhesidon célula-célula, mientras que
adquieren capacidades de invasiéon y migracion y se transforman en células
mesenquimales, caracterizadas por una morfologia de tipo miofibroblasto (Inés &
Niradiz, 2015). La transicion comienza con la alteraciéon progresiva de las uniones
epiteliales constituidas por las proteinas zénula occludens-1 (Z0-1), ocludina y E-
cadherina, junto con la acumulacién de a-actina, reorganizacién de las fibras de
actina y aumento de la expresién de proteinas de la familia snail como SNAI-1

(Snail Family Transcriptional Repressor 1) (Zeisberg & Neilson, 2009).

Dada la importancia de la EMT en el desarrollo de la PCO, la regulacidn
terapéutica del proceso de transicién epitelio-mesénquima estd siendo
considerada con el fin de disminuir la incidencia de este tipo de complicacidn tras

la cirugia de cataratas (Y. Li et al., 2019).

2.2. MECANISMOS MOLECULARES IMPLICADOS EN EL DESARROLLO DE CATARATAS

2.2.1. Estrés Oxidativo

El estrés oxidativo se produce cuando hay una alteracion entre el equilibrio de
radicales libres y la capacidad de eliminacién de éstos por parte de los agentes y
enzimas antioxidantes. La estabilidad de una molécula se logra al estar los
electrones dispuestos en su ultimo orbital de forma apareada. Los radicales libres
se producen cuando un atomo o molécula gana o pierde un electron por
diferentes procesos convirtiéndose en una especie quimica altamente inestable
(Ahmad & Ahsan, 2020; Lobo et al., 2010). Aunque su vida media es muy corta, en
cada reaccién de oxidacion con otro atomo o molécula, los radicales libres puede

generar nuevas formas con diferente nivel de estabilidad y toxicidad. En los



organismos aerobicos, los radicales libres mas importantes son los que se generan
durante el metabolismo del oxigeno, y se denominan ROS (especies reactivas de
oxigeno). Dentro de las especies reactivas de oxigeno mas comunes destacan el
anion superdxido (0;7), el radical hidroxilo (OH:), y el perdxido de hidégeno (H.0,).
A nivel ocular, uno de los mas importantes oxidantes encontrados en el humor
acuoso y la Uvea anterior es el peréxido de hidrégeno (Kruk et al., 2015), siendo
sus niveles mas elevados tanto en el cristalino como en el humor acuoso de
pacientes con cataratas frente a sujetos que no presentan ningun tipo de opacidad

(Spector, 1995).

El envejecimiento aumenta la susceptibilidad del cristalino al dafio oxidativo,
por lo que el estrés oxidativo es un factor clave en el desarrollo y la progresion de
las cataratas asociadas a la edad. Con la edad se incrementa la acumulacién de
productos de oxidacion del cristalino, mientras desciende la concentracion de
agentes y enzimas antioxidantes y se debilitan los sistemas de reparaciéon y
proteccion frente al dafio oxidativo (Brennan & Kantorow, 2009). En este sentido,
se ha demostrado un descenso de los niveles de glutatidon reducido (GSH) en el
cristalino con la edad (Bova et al., 2001). El glutatidn tiene importantes funciones
en el cristalino protegiéndole frente a estrés quimico y oxidativo y manteniendo el
estado reducido de los grupos tiol proteicos previniendo de este modo la
formacién de agregados de cristalinas y la pérdida de transparencia (Pescosolido
et al., 2016). Igualmente, en cristalinos de sujetos de mayor edad existe una
reduccion de la expresion de Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2-related factor) (Gao
et al.,, 2015). La proteina Nrf2 es un sistema celular de defensa antioxidante
inducible, que actia como factor de transcripcion regulando la expresiéon de
multiples genes de enzimas detoxificantes y antioxidantes previniendo asi la

toxicidad y dafio celular (Kénigsberg, 2007).

Asimismo, durante el envejecimiento disminuye la actividad de enzimas
antioxidantes fundamentales tales como como la superéxido dismutasa (SOD), la
catalasa o la glutatidén peroxidasa (Babizhayev, 2016; Brennan & Kantorow, 2009).

Por el contrario, la actividad de algunas enzimas pro-oxidantes como la xantina
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oxidasa sérica muestra un gradual incremento con la edad en pacientes con

catarata senil (Miric et al., 2013).

En el cristalino, al igual que en otras partes del ojo, la mitocondria es una
fuente enddgena fundamental de ROS, los cuales son principalmente generados

en los complejos | y lll de la cadena respiratoria (Ott et al., 2007).

A nivel exdgeno cabe destacar la contribucidn de la luz UV y visible. La radiacion
UVA 'y las longitudes de onda mas largas de la radiacion UVB son absorbidas por el
cristalino. El cristalino posee moléculas de tipo croméforo que actiian como filtros
UV, tales como la 3-hidroxiquinurenina (Mizdrak et al., 2008) y las cristalinas por si
mismas poseen mecanismos para dispersar de manera eficiente la energia
absorbida (Chen et al., 2009). Con la edad, la capacidad del cristalino para filtrar la
luz UV es inferior, aproximadamente, en un 12% por década (Ferrer Fernandez et
al., 2009) y las sustancias que actuan como filtro experimentan alteraciones, de
modo que comienzan a comportarse como fotosensibilizadores. Asi, pasada la
mediana edad, cromdforos protectores, como la 3-hidroxiquinurenina, se
convierten en croméforos destructivos, que al absorber luz generan la formacidn
de ROS (Finley et al., 1998; Roberts et al., 2001) Por consiguiente, la exposicion
continua a la radiacién UV puede inducir un significativo incremento en especies
oxidantes, promoviendo dafo fotoxidativo en el cristalino. Diversos estudios
epidemioldgicos indican la relacién entre la exposicién acumulativa a luz solar y la

formacién de cataratas (Tang et al., 2015; Vashist et al., 2020).

Por otra parte, en el caso de la luz visible, en los ultimos afios ha adquirido una
particular importancia la luz blanca de tipo LED (light-emitting diode) para la
iluminacién de la pantalla de diversos dispositivos electrénicos asi como para la
iluminacion general a nivel doméstico. Algunos articulos han sugerido que esta luz
blanca LED, caracterizada por un intenso componente de luz azul (longitudes de
onda corta en el visible), podria inducir también reacciones de fotosensibilizacién
favoreciendo el dafio fotoxidativo en el cristalino y el desarrollo de cataratas (Song

et al., 2020; Wang et al., 2020; Xie et al., 2014).



Respecto a los efectos que provoca el estrés oxidativo en el cristalino en
relacién a la generacién de cataratas, el exceso de ROS conduce a la oxidacién y
agregacion de las cristalinas, provocando la pérdida de transparencia y la
formacién de cataratas (Moreau & King, 2012). Ademas de la oxidacién de las
cristalinas, la peroxidacion lipidica de las membranas celulares, el desequilibrio en
la homeostasis de calcio, el dafio al ADN, y fendmenos de muerte celular de tipo
apoptético también contribuyen al desarrollo de cataratas inducido por estrés

oxidativo (Babizhayev et al., 2004; Kernt et al., 2010; Liu et al., 2017).

Ademas, se ha determinado que el estrés oxidativo en el cristalino puede estar
asociado a la aparicién de procesos inflamatorios y de piroptosis (muerte celular
de tipo inflamatorio). Concretamente, se ha demostrado la activacion del
inflamasoma NLRP3 (Nucleotide-binding oligomerization domain-like receptor
family, pyrin domain-cointaining 3) por ROS en el cristalino (Zou et al., 2020). La
activacion del inflamasoma NLRP3 ha sido recientemente considerada como un
mecanismo implicado en el desarrollo de cataratas ya que el bloqueo de la
actividad de este complejo proteico permitié inhibir la induccién de cataratas en

un modelo murino (Marneros, 2016).

2.2.2. Mecanismos Patoldgicos en Catarata Diabética

La diabetes mellitus es una enfermedad metabdlica crénica debida a una
deficiencia de insulina, la resistencia o incapacidad de absorcion de esta hormona
0 una combinacidon de ambas. Como consecuencia de ello se va a producir una
hiperglucemia crdnica y una alteraciéon en el metabolismo de diferentes sustancias

como las grasas, las proteinas o los carbohidratos.

Existe una alta incidencia de las cataratas en pacientes diabéticos, por lo que se
considera una de las principales causas de discapacidad visual entre este grupo de

pacientes (Pollreisz & Schmidt-Erfurth, 2010).

Las cataratas en los pacientes con diabetes se originan como consecuencia de la

acumulacién de sorbitol en el cristalino (Figura 5). La alta concentracién de glucosa
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desencadena la activacion de la aldosa reductasa, primera enzima de la via de los
polioles, ruta metabdlica en la que la glucosa se transforma en sorbitol (Kador et
al., 2016). En los pacientes diabéticos se produce un desequilibrio entre la accion
de la enzima sorbitol deshidrogenasa, que deberia convertir el sorbitol en
fructosa, y la produccion de sorbitol. Esto lleva a que el sorbitol se acumule (su
caracter polar impide su difusion) generandose cambios osméticos que acaban
provocando fibras hidrdpicas en el cristalino (Kiziltoprak et al., 2019). Estas fibras
hinchadas pueden incluso romperse, dando como resultado opacidades en el

cristalino.

Aldosa reductasa

NADPH NADP* NAD NAD +H*

u NADH oxidasa
— G5 l

Glucosa

Sorbitol — Fructosa

GSSG

Glutation reductasa

ROS
Figura 5. Via de los polioles. Modificada de (Tang et al., 2012).

La via de los polioles, ademas, contribuye a generar un exceso de ROS (Figura
5). La coenzima NADPH (nicotinamida adenina dinucledtido fosfato), necesaria
para el inicio de la via de los polioles, se precisa también para la regeneracién de
glutatién reducido, por ello, el consumo de NADPH en la via de los polioles puede
disminuir la regeneraciéon del agente antioxidante glutation (Tang et al., 2012).
Ademads, en la reaccién del sorbitol a fructosa se origina NAD+H*, que puede
generar ROS por medio de la NADH oxidasa. La fructosa producida en la ruta
puede transformarse en 3-desoxiglucosona, la cual es un potente agente de
glicacién no enzimatica. De esta forma el flujo de glucosa a través de la via de los
polioles lleva a la generacion de ROS y al incremento en la formacién de productos
finales de glicacion avanzada (AGEs) (Tang et al., 2012). Esta glicacién no

enzimatica puede afectar a las cristalinas aumentando su tendencia a agregarse o



entrecruzarse con otras proteinas (Nagaraj et al., 2012), asi como inactivar a

enzimas antioxidantes como la superdxido dismutasa (Morgan et al., 2002).

Por otra parte, los niveles altos de glucosa pueden también estimular el estrés
oxidativo a través de la auto-oxidacion de la glucosa (Wolff & Dean, 1987) o
bloqueando las cadenas de transporte de electrones en las mitocondrias lo que

conlleva una produccién excesiva de aniones superoxido (Nishikawa et al., 2000).

2.2.3. Desregulacion del Contenido en Calcio

La alteracidon de la homeostasis del calcio se ha asociado con varios tipos de
cataratas humanas y experimentales (Gupta et al., 2004). Se han encontrado
elevados niveles de calcio intracelular en cristalinos humanos de cataratas
corticales y el tratamiento de cristalinos sanos con calcio extracelular induce la
aparicién de cataratas corticales (Duncan & Jacob, 1984; Marcantonio et al.,
1986). Junto con la opacificacion producida en esos cristalinos con un contenido
en calcio intracelular incrementado, se observé ademdas una activacion de
procesos proteoliticos existiendo una importante reduccion del contenido en
cristalinas en ellos (Rhodes & Sanderson, 2009). Estudios posteriores revelaron
gue esa actividad proteolitica aumentada era debida a la activacién por calcio de
las calpainas (Shearer et al., 2000). Las calpainas son cistein-proteasas
dependientes de calcio y dentro de esta familia se ha identificado a la calpaina 2
como la principal responsable de la degradacion de las cristalinas y la induccién de

catarogénesis (Biswas et al., 2004)

Por otra parte, recientemente se ha determinado que el aumento intracelular de
calcio en el cristalino puede activar hemicanales de conexina en las fibras del
cristalino alterando su correcta homeostasis y favoreciendo asi el desarrollo de

cataratas (Hu et al., 2020).
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2.3. MODELOS EXPERIMENTALES DE CATARATA EN ANIMALES

Debido a la dificultad para realizar estudios en humanos sobre el proceso de
formacidn de las cataratas se han creado diferentes modelos de experimentacion
animal con catarata, siendo los roedores los que se han utilizado en la mayoria de
las investigaciones. Dependiendo del proceso utilizado se inducird un tipo de

catarata u otro.

Hay diferentes formas de emular las cataratas nucleares asociadas a la edad y
de otros tipos como la administracion de varios agentes quimicos, inducir
alteraciones en la dieta o proporcionar radiacién UV a los animales (Lim et al.,

2016). Ademas existen modelos genéticos de tipo hereditario y knockout.

Se generd una cepa de ratas, llamadas OXYS, mediante una dieta alta en
galactosa cuya alteracién en el metabolismo de la glucosa llevaba a la aparicién de
opacidades en el cristalino (Solov'eva et al., 1982). Para la induccién de cataratas
nucleares puede inyectarse selenito de sodio (Na;SeQs), provocando la rdpida
aparicién de cataratas a los 4-6 dias (Shearer et al., 1997). El selenito de sodio
parece disminuir los nivele de glutatién reducido, favoreciendo la aparicién de
estrés oxidativo, asi como aumentar la concentracion de calcio originando
fendomenos de protedlisis en el cristalino (Lim et al., 2016). Caixinha y
colaboradores (Caixinha et al., 2016) utilizaron este modelo para clasificar este
tipo de opacificaciones en ratas ya que provoca una catarata muy similar a las
cataratas asociadas a la edad en humanos, donde el dafio oxidativo juega un papel
muy importante en su evolucién. Dependiendo del momento de la inyeccién con
selenito o de la concentracién, se pueden obtener diferentes niveles de gravedad

en las catarata inducidas mediante esta técnica (Caixinha et al., 2016).

Otro compuesto que se ha empleado para el desarrollo de cataratas es la L-
butionina- (S, R)-sulfoximina. Tras repetidas inyecciones con este agente en
ratones, se ha detectado que produce una alteracion en los niveles de sodio,
potasio y calcio asi como la apariciéon de vacuolas en las células epiteliales y las
fibras que conducen al desarrollo de cataratas corticonucleares (Lim et al., 2016;

Martensson & Meister, 1991). Por otra parte, mediante la ingesta del agente



guimico naftalina en ratas se consigue inducir unos niveles altos de estrés
oxidativo al producir la depleciéon de glutatién reducido, lo que conduce a la

formacion de cataratas corticales (Xu et al., 1992).

El uso de la radiacién UVA ha sido estudiado en cobayas, demostrando que la
exposicion crénica a radiacion UV originaba procesos de agregacién proteica y
dispersién de luz en el nucleo del cristalino, generando cataratas (Simpanya et al.,
2008). Los rayos X son otro tipo de radiacién generadora de cataratas al inducir en
las células del cristalino de ratones a una transicién epitelio-mesenquimatosa
(EMT) que acaba alterando sus fibras (De Stefano et al., 2016). También se analizé
el efecto del tratamiento de descompresion mediante camara hiperbarica con
oxigeno, en conejillos de indias (in vivo) (Giblin et al., 1995) y en cristalinos de
conejo (in vitro) (Giblin et al., 1988), pudiéndose utilizar esta tecnologia en
animales con una edad mas avanzada que con el resto de métodos de induccién a
la catarata. Los cambios estructurales que aparecen recuerdan los presentes en
cataratas humanas incipientes (Freel et al., 2003) y también se detectaron
cambios bioquimicos caracteristicos de las cataratas nucleares como el
incremento del estado oxidativo, descenso de los niveles de glutatién reducido o
agregacion de proteinas (Lim et al., 2016) sugiriendo la utilidad de este modelo
para estudiar los cambios bioquimicos asociados a la formacién de cataratas (Lim

et al.,, 2016).

Respecto a los modelos genéticos, en 1982, fue estudiado el ratén Emory, un
ratén capaz de desarrollar cataratas seniles de forma lenta (a los 5-6 meses de
edad), permitiéndole ser una buena opcién para realizar ensayos farmacoldgicos
gue intenten actuar sobre el proceso de cataratogénesis para evitar la aparicién
de opacidades (Kuck et al.,, 1981). También existen modelos de tipo knockout
como el knockout de la proteina glutaredoxina 2, que desarrolla opacidad nuclear
a los 5 meses y ésta se extiende a la capa cortical a los 8 meses (Wu et al., 2014).
Entre los cambios bioquimicos observados en el modelo figuran la pérdida de
glutation reducido y de actividad chaperona, asi como una actividad mitocondrial

comprometida (Wu et al., 2014).
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Mediante el empleo de agentes quimicos es también posible generar modelos
de animales diabéticos que van a desarrollar cataratas. Los dos compuestos mas
frecuentemente utilizados para el desarrollo de este tipo de modelos son la
estreptozotocina y el aloxano, de accidn citotdxica sobre las células B-pancredticas
de los islotes de Langerhans. Estas células son las responsables de la sintesis y
secreciéon de la insulina, de esta forma se origina una diabetes crdnica
caracterizada por bajos niveles de insulina y altos niveles de glucosa (Lenzen,

2008).

Concretamente, en esta tesis doctoral se utilizé el agente aloxano (2,4,5,6-
tetraoxypyrimidine; 5,6-dioxyuracil) que puede actuar como inductor de la
diabetes en diferentes modelos animales experimentales (Figura 6) (Szkudelski,
2001). Es importante administrar la cantidad adecuada para el efecto que se
pretende conseguir seguin la especie de animal de experimentacién de queramos
analizar, ya que la sensibilidad al aloxano depende del espécimen que estudiemos
(Tyrberg et al., 2001). En conejos la dosis recomendada es de 100-150 mg/kg
(Bozkurt & Pekiner, 2006; Hsu et al., 2012). Se ha demostrado que aplicar dosis de
200 mg/kg o mas, en conejos, provoca graves dafios en los islotes de Langerhans y
sus células (Dunn et al., 1944). El efecto del tratamiento con aloxano se ha
confirmado en diferentes modelos animales de experimentacién, observando
claramente una relacidn inversa entre la concentraciéon de aloxano afiadida y la

insulina liberada (Eizirik et al., 1994).

La exposicion prolongada a la situacién de hiperglicemia conduce al desarrollo
de la catarata. Como ya se ha comentado en el apartado de mecanismos
patoldgicos en catarata diabética, |la catarata diabética se caracteriza por el estrés
osmético que afecta a las fibras del cristalino debido a la acumulacién de sorbitol
generado en la ruta de los polioles (Hsu et al., 2012). Ademas, la activacién de esta
ruta contribuye a generar un exceso de ROS. Los cambios histolégicos oculares
encontrados en estos animales diabéticos resultan ser similares a los observados

en pacientes diabéticos (Herse & Hooker, 1994).



Inyeccién Intravenosa

Acido Dialdrico

Radicales de Alloxan
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Formacién de R
Figura 6. Mecanismo de accién del aloxano.

El aloxano tras inyectarse en la vena de la oreja se reduce a dcido dialurico. Este se vuelve a oxidar a aloxano
produciendo radicales y ROS que mediante la SOD sufrird una dismutacion formando perdxido de hidrogeno. A
su vez, el perdxido de hidrogeno se transforma en el radical hidroxilo, pudiendo provocar reacciones
secundarias ademds de dafiar a las células 8-pancredticas y conducir a su apoptosis. Modificada de (Vieira et
al., 2019).

28



INTRODUCCION

3. GLAUCOMA

El glaucoma estd considerado como la segunda causa principal de ceguera en el
mundo por detrds de las cataratas, y la primera si tenemos en cuenta tan solo las
cegueras irreversibles (Alkozi et al., 2020; Quigley, 2011). Afecta alrededor de 60
millones de personas en todo el mundo, provocandoles una neuropatia dptica
(Dietze et al., 2020). Ello acaba proporcionando un aspecto en el nervio éptico
muy caracteristico de la enfermedad y conduce a una pérdida de visidén periférica
y progresiva, dejando al paciente con una visiéon en tunel muy distintiva de esta

enfermedad (Dietze et al., 2020).

Entre los principales factores de riesgo para desarrollar el glaucoma estén la
edad, factores genéticos, la miopia y la presidon intraocular (Quigley, 2011). El
Unico factor de riesgo tratable es el aumento de presién intraocular detectado en
muchos pacientes y el tratamiento de la enfermedad estd enfocado en su
disminucion. La reduccion de la presién intraocular se consigue mediante
tratamiento farmacoldgico, o mediante tratamiento quirurgico (trabeculotomia).
Dentro de los fadrmacos para su tratamiento estan las prostaglandinas, los
bloqueantes de receptores [-adrenérgicos, los inhibidores de anhidrasas
carbodnicas y los agonistas de receptores o-adrenérgicos. Sin embargo, algunos de
ellos pueden presentar efectos secundarios indeseables y su eficacia se puede
reducir tras un uso prolongado (Guzman-Aranguez et al., 2013; Weinreb & Khaw,

2004).

El glaucoma puede clasificarse seglin la amplitud del angulo iridocorneal, como
glaucoma de angulo abierto o de angulo cerrado. Ademds, puede subdividirse

segln su etiologia en primario o secundario (Tabla 1).



H|pertenso
Angulo abierto
Prlmarlo <

Angulo cerrado

Angulo abierto
<
Angulo cerrado

Juvenll

Glaucoma

Tabla 1. Esquema de los tipos de glaucoma.

3.1. GLAUCOMA DE ANGULO ABIERTO

El glaucoma primario de angulo abierto (POAG) es la forma mds comun de
glaucoma. En general se caracterizan por generar una resistencia al drenaje del
humor acuoso en pared interna del canal de Schlemm a pesar de presentar una
camara anterior amplia. Al salir con mas dificultad y aumentar por tanto la
resistencia del flujo de salida crea poco a poco una IOP alta. Esta alta IOP puede
causar el bloqueo del transporte axonal a nivel de la ldmina cribosa, provocando la
muerte de las células ganglionares por insuficiencia de factores tréficos (Johnson
et al., 2009). Ademads, el aumento de la presion intraocular puede generar una
disminucion del flujo sanguineo y acabar provocando dafos por isquemia. La
enfermedad se manifiesta lentamente y sin dolor. Cuando la enfermedad estd mas
avanzada se va perdiendo la visién periférica en ambos ojos, lo que conlleva la
pérdida de visidn central si no se trata. Debido a la lenta progresion los pacientes
no se dan cuenta de la enfermedad hasta que tienen una gran pérdida de la vision

y les obstaculiza la zona central (Dietze et al., 2020; Jonas et al., 2017).

A su vez este tipo de glaucoma se puede subdividir en otro dos tipos menos
comunes: el glaucoma juvenil de dngulo abierto y el glaucoma normotenso. El
primero afecta a pacientes entre 5 y 35 afios. El glaucoma juvenil es poco comun y
suele diagnosticarse tarde debido a la elevacion lenta y precoz de la presion
intraocular que llega a superar los 30 mm Hg (Turalba & Chen, 2008). Por otro
lado, el glaucoma normotenso cursa con una IOP baja o normal pero la

sintomatologia es similar, ya que los pacientes tienen pérdida del campo visual
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periférico. Esto podria deberse a que estos pacientes presentan un nervio éptico
muy sensible a los cambios de presién o por falta de riego sanguineo debido a

insuficiencia vascular (Drance et al., 2001).

Con respecto al glaucoma secundario de angulo abierto, se caracteriza por el
bloqueo de la malla trabecular originado por causas diversas tales como
traumatismo, el consumo de ciertos farmacos como los esteroides o tras una

cirugia laser (Dietze et al., 2020).

3.2. GLAUCOMA DE ANGULO CERRADO

El glaucoma de angulo cerrado puede cursar de forma aguda al cerrarse el
angulo abruptamente y provocar el bloqueo de la salida del humor acuoso. La
mayoria de los casos se suelen dar como consecuencia del envejecimiento que
tiende a engrosar el cristalino, éste bloquea el flujo normal del humor acuoso
tapando la pupila y la presidon del humor acuoso de la cdmara posterior empuja el
iris hacia adelante impidiendo el correcto drenaje en las estructuras del angulo
iridocorneal. El 90% de los casos de este tipo de glaucoma suelen ocurrir debido a
este bloqueo pupilar. El otro 10% en general sucede como efecto secundario a
farmacos que dilatan la pupila y el iris se engrosa demasiado y bloquea el drenaje

del humor acuoso a través de la red trabecular aumentando drasticamente la IOP.

Existen diferentes causas que se pueden acabar provocando un glaucoma
secundario de dngulo cerrado como son: la subluxacién del cristalino (lzquierdo et
al., 1992), el iris de meseta (Kiuchi et al., 2009), el sindrome endotelial iridocorneal
(Laganowski et al., 1992), la neovascularizacién del iris (Sivak-Callcott et al., 2001)
o el edema del cuerpo ciliar tras una cirugia ocular (Perez et al., 1976), entre otras,
pero lo que tienen en comun es que por una razén u otra el iris se desplaza
anteriormente y bloquea las estructuras de drenaje del liquido (Dietze et al.,

2020).



4. MELATONINA

4.1. GENERALIDADES

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) es una neurohormona descubierta
por el dermatdlogo Aaron Lerner (Lerner et al., 1960). Esta indolamina deriva del

neurotransmisor llamado serotonina.

La melatonina es secretada principalmente, aunque no exclusivamente, por la
glandula pineal. La sintesis y liberacién de melatonina de la glandula pineal sigue
un ritmo circadiano, siendo la secrecién de melatonina elevada por la noche y
reducida durante el dia (Shillcutt et al., 2014). El ciclo de luz/oscuridad es el
principal sincronizador del sistema que regula la secrecion de melatonina (Figura
7). La ruta retino-hipotaldmica es la ruta neural que media la regulacion de la
sintesis de melatonina. Junto con los fotoreceptores, en la retina hay también
otras células que funcionan como sensores de luz, las llamadas células
ganglionares intrinsecamente fotosensibles, que contienen el fotopigmento
melanopsina (Schmidt et al.,, 2011). Cuando la luz con una longitud de onda
alrededor de 460-480 nm llega al ojo, activa la melanopsina contenida en las
células ganglionares intrinsecamente fotosensibles, desencadenando un potencial
de accién (Berson et al., 2002). La sefial eléctrica neuronal viaja a través las
proyecciones retinohipotaldmicas hasta el nlcleo supraquiasmatico del
hipotalamo y al ganglio cervical superior y la glandula pineal, donde la seiial
luminica suprime la sintesis de melatonina (Vartanian et al., 2015). Este sistema
envia también informacién luminica al centro de control pupilar llamado nucleo

olivar pretectal del mesencéfalo (Markwell et al., 2010).

La melatonina tiene un papel fundamental en la regulacion de los ritmos
circadianos y estacionales (Hardeland et al., 2012; Kaminski-Hartenthaler et al.,

2015).

La melatonina se comercializa como suplemento dietético y estd recomendada
principalmente como tratamiento para ciertas alteraciones del suefio como el
insomnio o el jet lag. En este sentido, la melatonina produce efectos conocidos

para favorecer el suefio tales como la bajada de la temperatura y la tensién
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corporal (Simko & Pechanova, 2009). Aparte de su uso en el tratamiento de los
trastornos del suefio, existen diferentes investigaciones clinicas que han sugerido
su aplicacion en diferentes patologias tales como cancer, enfermedades
cardiovasculares, alteraciones reproductivas o trastornos neurodegenerativos
(Savage et al., 2020).
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Figura 7. Esquema de la regulacion de la sintesis de melatonina a través de la via de la melanopsina
presente en las células ganglionares intrinsecamente fotosensibles (Alkozi, 2019).

4.2. METABOLISMO DE MELATONINA: SiNTESIS Y DEGRADACION

La sintesis de melatonina, mostrada en la Figura 8, empieza por el triptéfano,
aminodcido que se hidroxila en primer lugar para formar 5-hidroxitriptéfano. Para
la sintesis del neurotransmisor serotonina, este aminoacido es descarboxilado
(Axelrod, 1974). Un porcentaje de dicha serotonina se acetila y convierte en N-
acetilserotonina (NAS) mediante la accion de la enzima Aralquilamina N-
acetiltransferasa (AANAT), también conocida como serotonina N-acetiltransferasa.

La reaccion catalizada por esta enzima supone una etapa limitante en la sintesis de
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melatonina. La actividad AANAT es entre 20 y 100 veces mayor por la noche que

de dia, lo que explica los altos niveles nocturnos de melatonina (Reiter, 1993).

Finalmente la enzima Hidroxindol-O-metiltransferasa (HIOMT) cataliza la O-
metilacion de NAS para formar melatonina (Abe et al., 1999; Alkozi, Wang, et al.,

2017; Wurtman et al., 1963).

i
CHy-CHy-NH—C—CH;

|
" Melatonina

Figura 8. Esquema de la sintesis de melatonina (Shillcutt et al., 2014).

La degradacion de la melatonina es un proceso complejo y menos entendido
que su sintesis. La melatonina puede ser degradada via enzimatica, por un proceso
pseudoenzimatico o tras su interaccién con especies reactivas del oxigeno y del
nitrégeno (ROS y NOS) (Tan et al., 2015). El producto degradativo principal es la 6-
hidroximelatonina (Facciold et al., 2001) (Figura 9), si bien puede generar otros
metabolitos. La enzima hepatica citocromo P450 es la principal responsable del
metabolismo de la melatonina en animales y la consiguiente producciéon de 6-
hidroximelatonina. Esta Gltima se conjuga con sulfato o glucorénido y es secretada

en la orina (Arendt et al., 1985; Facciold et al., 2001; Ma et al., 2005). La enzima
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critocromo P450 ha sido identificada en estructuras oculares como el cristalino

(Choudhary et al., 2007; Patel et al., 2010).

CH;0 i _CH,CH,NHCOCH; C“}O: : _CH,CH,NHCOCH;
NH HO NH

Melatonina 6-Hidroximelatonina

Figura 9. Producto degradativo de la melatonina. Modificada de (Maharaj et al., 2002).

4.2.1. Biosintesis en los Tejidos Oculares

Tras el descubrimiento inicial de la melatonina se considerd que esta
indolamina se sintetizaba exclusivamente en la glandula pineal. Sin embargo, en
1974, la determinacion de la expresion de enzimas relacionadas con la sintesis de
la melatonina en la retina (Bubenik et al., 1974) llevé a ampliar este concepto,
identificdndose la sintesis de melatonina en mas tejidos extrapineales (Reiter et

al., 1983; Stefulj et al., 2001).

A nivel ocular, ademas de la expresion de las enzimas AANAT y HIOMT en la
retina, también se ha demostrado su expresién en el cuerpo ciliar (Martin et al.,
1992) siendo el epitelio ciliar no pigmentado la principal drea implicada en la
secrecion de melatonina (Alkozi, Perez de Lara, et al., 2017). Otras estructuras
oculares donde también se ha encontrado la expresidon de enzimas relacionadas
con la sintesis de melatonina son la glandula lagrimal (Mhatre et al., 1988) y el

cristalino (Abe et al., 1999; Abe et al., 2000).

En el cristalino de ratas, la actividad de la enzima AANAT mostré un
comportamiento circadiano, aumentado sus niveles durante la noche (Abe et al.,
2000). Estudios recientes sobre la influencia de la luz en la expresion de esta
enzima biosintética han demostrado que los niveles proteicos de AANAT en células
epiteliales del cristalino disminuyen en condiciones de exposiciéon a la luz,
observandose un descenso concomitante en la secrecion de melatonina (Alkozi,
Wang, et al., 2017). Ademas, la incubacién de las células con un antagonista de

melanopsina bloquedé la reduccidon de los niveles de AANAT y melatonina en



condiciones de exposicion luminica (Alkozi, Wang, et al., 2017), indicando que la
estimulacion por luz de este fotopigmento regula la produccién de melatonina en

el epitelio del cristalino.

En resumen, dado que la sintesis de melatonina en el ojo se produce en
diversas estructuras es posible detectar la presencia de esta neurohormona en
distintas localizaciones oculares tales como la superficie ocular, el cuerpo ciliar, el
humor acuoso, el cristalino y como hemos mencionado previamente, en la retina
(Abe et al., 2000; Aimoto et al., 1985; Alkozi, Wang, et al., 2017; Mhatre et al.,
1988; Olcese & Mgller, 1989; Quay, 1984).

Por otro lado, a pesar de su presencia en distintas partes del ojo y su
implicacion en diversas funciones oculares, aspecto que se aborda en un apartado
posterior, existe un nimero muy limitado de estudios analizando los cambios en la
biosintesis y secrecion ocular de esta neurohormona en procesos patoldgicos del
ojo. En este sentido, se ha detectado un incremento en sus niveles en el humor
acuoso de pacientes con retinopatia diabética (Aydin & Sahin, 2016) y con
glaucoma (Alkozi, Sdnchez-Naves, et al., 2017), pero por ejemplo se desconoce si
varia su concentracion en enfermedades como las cataratas o la degeneracién

macular asociada a la edad.

4.3. RECEPTORES DE MELATONINA

Han sido descubiertos tres tipos de receptores de melatonina llamados MT1
(también denominado Mella), MT, (Mellb) y MTs (no clonado, pero identificado
farmacolégicamente). MT1y MT; pertenecen a la familia de receptores acoplados
a proteinas G con 7 dominios transmembrana y muestran una alta homologia en
su secuencia aminoacidica. Estos dos receptores se encuentran acoplados
negativamente a la adenilato ciclasa aunque el receptor MT, puede activar

también la fosfolipasa C al igual que el receptor MT3 (Luchetti et al., 2010).

Aparte de estos tres receptores, se ha descrito en mamiferos otro receptor con
una elevada homologia de secuencia con los receptores MT1 y MT,, el GPR50.

Sorprendentemente, este receptor no une melatonina y se considera un receptor
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huérfano de ligando desconocido (Li et al., 2013). Por ultimo, se ha descrito otro
receptor diferente, el RZR/ROR a perteneciente a la familia de receptores

nucleares RZR/ROR (Pozo et al., 2004).

Ademas de la presencia de melatonina en el ojo, también se ha demostrado la
presencia de los receptores de melatonina en diferentes estructuras del globo
ocular. Podemos encontrar los diferentes tipos de receptores de melatonina
distribuidos en cdérnea, cuerpo ciliar, cristalino, coroides, esclera y retina (Figura
10), lo que indica que mediaran distintas funciones dependiendo de la estructura

dénde se localicen (Alarma-Estrany & Pintor, 2007; Shillcutt et al., 2014).

ESCLERA
IRIS/ICUERPO CILIAR MT; (Xenopus)
MT, Conejo MT2 (Xenopus)
MT2 Conejo, Humano /
COROIDES

/ MT: (Pollo)

CRISTALINO
MT2 (Xenopus)

CORNEA
MT1 (Humano, pollo, Xenopus)
MT2 (Xenopus)
GPRS50 (Pollo, Xenopus)

RETINA
MT1 Humano, ratén, mono, cerdo de Guinea, carpa, pollo, Xenopus
MT2 Humano, mono, pollo, Xenopus

Figura 10. Localizacion de los diferentes receptores de melatonina en el ojo.
Descripcion de los tipos de receptores de melatonina MT;, MT, y GPR50 que se han encontrado en las células
de las diferentes estructuras que conforman el globo ocular (Alarma-Estrany & Pintor, 2007).

En la cérnea se encuentran tanto receptores MT1 como MT; (Wiechmann & Rada,
2003). En el iris y cuerpo ciliar se han identificado también estos dos receptores
(Osborne & Chidlow, 1994) Ademas, en las células del epitelio no pigmentado, se
localizé en Xenopus Laevis el receptor MT3 (Wiechmann & Wirsig-Wiechmann,

2001).

En la retina esta ampliamente estudiada la localizacidén de los receptores MT1 y
MT,, variando su abundancia en funcién las distintas capas celulares (Shillcutt et

al.,, 2014; Wiechmann & Sherry, 2013). Estos dos receptores también han sido
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observados tanto en la esclera como en vasos oculares (Wiechmann & Rada,
2003). Los datos sobre la coroides son escasos pero parece haber inmunomarcaje

del receptor MT; (Alarma-Estrany & Pintor, 2007).

En cuanto al cristalino, en un estudio con Xenopus laevis (Wiechmann et al.,
2004) se observaron bandas de inmunoreactividad frente al anticuerpo Mellb, el
equivalente al receptor de melatonina MT, en mamiferos. Exactamente se
localizaron en las membranas celulares de las fibras del cristalino (Alarma-Estrany

& Pintor, 2007; Shillcutt et al., 2014; Wiechmann et al., 2004).

4.4. FUNCIONES DE LA MELATONINA EN EL OJO

La presencia de melatonina y de sus receptores a nivel ocular sugiere un
importante papel de esta neurohormona en la fisiologia ocular. De hecho, son
diversas las funciones atribuidas a la melatonina en distintas localizaciones

oculares.

En la cérnea la aplicacion de melatonina exdgena y agonistas de ella acelera el
proceso de cicatrizacion en estudios in vitro en células de epitelio corneal

mediante la estimulacidn del proceso de migracion celular (Crooke et al., 2015).

A nivel de la esclera, se ha sugerido que la melatonina puede modular el
crecimiento y remodelacion de las capas de la esclera, por lo que podria
desempeiiar un destacado papel en la regulacidon del crecimiento ocular y la

refraccion (Rada & Wiechmann, 2006).

En la retina, la melatonina desarrolla distintas funciones: participa en la
regulacién de movimientos retinomotores en vertebrados inferiores (Pierce &
Besharse, 1985) y en el ajuste de la sensibilidad a la luz de las células horizontales
(Wiechmann et al., 1988). Ademas, contribuye a la regulacién de la liberacién de
dopamina, de manera que concentraciones picomolares de melatonina bloquean
selectivamente la liberacién de dopamina dependiente de calcio en la retina de
conejo (Dubocovich, 1983). También estd implicada en la regeneracién de los

discos externos de los fotorreceptores (Besharse & Dunis, 1983). Por ultimo,
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protege a las células del epitelio pigmentado de la retina del estrés oxidativo

(Liang et al., 2004).

La actividad antioxidante de la melatonina, como la que ejerce a nivel del
epitelio pigmentado de la retina, es una de las propiedades mas destacadas de
esta hormona. La melatonina media acciones oxidantes directas funcionando con
un eliminador (“scavenger”) de radicales libres (Tan et al., 2015) y también de
manera indirecta mediante la modulacién de la expresion de factores de
transcripcion de respuesta al estrés oxidativo como Nrf2 (Ahmadi & Ashrafizadeh,
2020) y enzimas antioxidantes (Rodriguez et al., 2004). El papel como antioxidante
de la melatonina ha sido también detectado en el cristalino, donde el tratamiento
con melatonina redujo la concentracién intracelular de ROS en células epiteliales
de cristalino sometidas a estrés oxidativo (Bai et al., 2013). Dada la relacién de las
cataratas con el estrés oxidativo, el potencial anticataratogénico de la melatonina
ha sido evidenciado en distintos modelos animales (Anwar & Moustafa, 2001;
Khorsand et al., 2016; Yagci et al., 2006), si bien, los mecanismos moleculares que
subyacen en esta accidn anticataratogénica no han sido completamente

esclarecidos.

Por otra parte, la melatonina se ha relacionado con la modulacién de la IOP. La
secrecidn del humor acuoso y la IOP estan influenciadas por el ritmo circadiano vy,
como ya se ha comentado, la melatonina tiene un papel fundamental en la
regulacién del ritmo circadiano. Concretamente, los niveles de melatonina y los
valores de IOP varian de forma inversa a lo largo del dia, de manera que los
valores mas bajos de IOP se observan por la noche, cuando se alcanzan los niveles
mas elevados de melatonina (Figura 11). El efecto hipotensor de la melatonina ha
sido demostrado en diferentes modelos animales, normotensos e hipertensos
(Martinez-Aguila et al., 2013; Martinez-Aguila et al., 2016), y también en pacientes
glaucomatosos (Pescosolido et al., 2015). Su accion hipotensora es mediada por la
estimulacion de receptores de melatonina localizados en el cuerpo ciliar
produciéndose un incremento de AMP ciclico y una reduccién del flujo de cloro. La
reduccion del flujo de este ion lleva finalmente a la disminucion de la produccién

de humor acuoso vy la consiguiente reduccién de la IOP (Huete-Toral et al., 2015).



La reduccion de la presion intraocular mediada por melatonina indica el interés de

esta molécula como alternativa terapéutica en el tratamiento del glaucoma.

samw

aminam "5
L™

LT LT

Unidades

Presion Intraocular

amm®
mmmE
"

Miveles de melatonina
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Figura 11. Relacion entre la PIO y la melatonina a lo largo del dia.
En la grdfica se observan los niveles relativos de presion intraocular y la melatonina a lo largo del dia, la IOP se
mantiene mds alta durante el dia respecto a la noche y en el caso de los niveles de melatonina ocurre
exactamente lo contrario, los valores mds altos de melatonina los obtenemos durante la noche. Esta
observacion sugiere una clara relacion entre ambos. Modificada de (Shillcutt et al., 2014).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1. HIPOTESIS

La melatonina desarrolla importantes funciones a nivel ocular, en el cristalino
destaca su papel como antioxidante lo que la convierte en una molécula con un
relevante papel preventivo en el desarrollo de cataratas. Sin embargo, se
desconoce su capacidad antioxidante frente a nuevos agentes potencialmente
generadores de estrés oxidativo como la luz blanca tipo LED. Asimismo, los
mecanismos moleculares a través de los cuales puede mediar su efecto la
melatonina en el cristalino no han sido completamente esclarecidos. Ademas,
estaria dentro de lo probable que sus niveles se encontrardn alterados en
patologias relacionadas con el estrés oxidativo, tales como las cataratas, lo que

podria repercutir en la progresion de la enfermedad.

Por otra parte, en estudios recientes se ha demostrado la presencia de
melanopsina en el cristalino y como ésta al activarse por exposicidon a luz azul
decrece la expresion de enzimas implicadas en la biosintesis de melatonina asi
como la produccidon de esta neurohormona. Estos hallazgos sugieren que la
modificacion de las condiciones luminicas, por ejemplo mediante el uso de
filtros, podria permitir regular la liberacion endégena de melatonina. Esta
melatonina enddgena podria entonces contribuir al desarrollo de importantes
funciones en el ojo tales como proteger frente situaciones de estrés oxidativo
asociadas a patologias oculares crénicas como las cataratas o regular la IOP

ejerciendo una accién hipotensora.
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2. OBIJETIVOS

2.1. OBJETIVOS GENERALES

Estudiar el efecto protector de la melatonina aplicada de forma exégena
frente al estrés oxidativo inducido por distintos agentes productores de
ROS, al ser éste un mecanismo patoldgico clave en la opacificacién del
cristalino y la consiguiente aparicion de cataratas, analizando los
mecanismos moleculares a través de los cudles media su accién
antioxidante la melatonina.

Analizar los cambios en los niveles de melatonina y su producto de
degradacion 6-hidroximelatonina en el humor acuoso en condiciones
patoldgicas del cristalino (cataratas).

Determinar los posibles cambios en la expresion de enzimas biosintéticas
y en la liberacién de melatonina en el cristalino bajo distintas condiciones
de luz/oscuridad y al interponer un filtro amarillo.

Evaluar si la liberacién de melatonina endégena mediante el uso de filtro
amarillo puede desarrollar efectos antioxidantes y protectores a nivel del

cristalino, asi como regular la IOP.

2.2. OBIETIVOS ESPECiFICOS

Examinar los cambios en viabilidad celular, especies reactivas de oxigeno,
factores y enzimas anti-oxidantes (NRF2, SOD), mediadores inflamatorios
(inflamasoma NLRP3) y marcadores de la transicién epitelio-mesénquima
inducidos por el estrés oxidativo y como la melatonina aplicada de
manera exdégena modula dichos cambios identificando las rutas
intracelulares responsables del posible efecto protector de la melatonina
frente al estrés oxidativo.

Determinar los niveles de melatonina y de su producto de degradacién 6-
hidroximelatonina en el humor acuoso de sujetos control y con catarata

diabética y no diabética.



Evaluar la expresion proteica de las enzimas responsables de la
biosintesis de esta neurohormona (HIOMT, AANAT y pAANAT) asi como la
concentracion de melatonina secretada en distintas condiciones de
luz/oscuridad y al emplear un filtro amarillo tanto en estudios in vitro,
usando células epiteliales humanas de cristalino como en ensayos in vivo
empleando un modelo animal de conejo diabético.

Estudiar el posible efecto protector y antioxidante del uso de un filtro
amarillo como consecuencia de la modulacion endégena de melatonina.
Analizar la capacidad de la melatonina enddégena liberada mediante la
aplicacion de filtro amarillo de regular la presién intraocular en un

modelo animal.
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1. MATERIAL

1.1. ProbucTtos Quimicos

MATERIAL Y METODOS

En la siguiente tabla aparecen los diferentes reactivos y productos quimicos

utilizados.

Cultivos celulares

Electroforesis y

Western Blot

2-Propanol

A92593

Azul tripan

DMEM/f-12, HEPES

FBS (Fetal Bovine Serum)
Medio Eagle's Minimum
Essential (EMEM)
Melatonina

MTT (M5655-1G)
Penicilina/Estreptomicina
Peréxido de Hidrégeno
Piruvato sédico
Triprina-EDTA (0.25%)
B-Mercaptoetanol
Acrilamida-Bisacrilamida
Azul de Bromofenol

ECL (Enhanced
ChemiLuminescence)
Glicerina

Leche deslipidizada
Membrana de nitrocelulosa
Peliculas fotograficas
Persulfato Amonico
Precision Plus Protein™

Kaleidoscope™

Merck

Sigma-Aldrich
Invitrogen

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

ATCC

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich

Bio-Rad

Sigma-Aldrich

GE Healthcare Amersham™

Bio-Rad

Bio-Rad

GE Healthcare Amersham™
GE Healthcare Amersham™
Sigma-Aldrich

Bio-Rad



Conservacion de
muestras

Agentes
anestésicos y para
desarrollo de

modelo diabético

HPLC
Antagonistas de
receptores de
melatonina y de

melanopsina

SuperSignal™ West Pico PLUS
(Chemiluminescent Substrate)
TEMED

Trizma base

Tween-20

RNA-later

Aloxano

Anestésico doble (Tetracaina
hidrocloruro/ Oxibuprocaina
hidrocloruro)

Clorhidrato de Medetomidina
(DOMTOR®)

Ketamina (Ketamidor®)
Sedante (Calmo Neosan®)
Metanol

4-P-PDOT

A92593

Luzindole

Tabla 2. Reactivos y productos quimicos.

Thermo Fisher Scientific

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Thermo Fisher Scientific

Cayman Chemical

Colircusi®

Esteve

Richter Pharma ag
Boehringer Ingelheim
Merck

Tocris

Sigma-Aldrich

Tocris

A continuacién, se muestran las diferentes soluciones y tampones usados

(Tabla 2), asi como los distintos kits de ensayos de tipo fluorimétrico y

colorimétrico (Tabla 3).



PBS 1xpH 7.3

PBS 10x pH 7.3

Solucion de bloqueo WB
Solucidn anticuerpo 12 WB
Solucion anticuerpo 22 WB

Solucion reprobing

Tampon de electroforesis 1x
Tampon de electroforesis 5x
Tampon de transferencia
semi-dry

Tampon Laemmli 3x

TBS 1x Tween-20 0.1%

TBS 1x pH 7.6
TBS 10x pH 7.6

Tabla 3. Soluciones tampon.

6-Hydroxymelatonin ELISA Kit

Fluorometric Intracellular ROS KIT

IL-1B Quantikine R&D kit

Melatonin ELISA Kit

Superoxide Dismutase Assay Kit

Tabla 4. Kits de ensayo.

MATERIAL Y METODOS

10% (v/v) PBS 10x; 90% (v/v) H20

NaCl (1.37 mm); KCl (26.8 mM); NazHPO4 (81 mm)
Leche/FBS al 5% en TBS 1x Tween-20 0.1%
Leche/FBS al 5% en TBS 1x Tween-20 0.1%
Leche/FBS al 0.25% en TBS 1x; Tween-20 0.1%
Tris (62.5 mM) pH 6.8; SDS (2%); B-
mercaptoetanol (100 mM)

Tris (0.025 M); glicina (0.192 M); SDS (0.1%)
Tris (0.125 M); glicina (0.192 M); SDS (0.5%)

Tris (25 mM); glicina (192 mM); metanol (20%)

Tris (195 mM) pH 6.8; SDS (9%); glicerol (30%);
azul de bromofenol (0.02%);

B-mercaptoetanol (15%)

100 mL TBS 10x; 900 mL de H;0; 1 mL de
Tween-20

10% (v/v) TBS 10x; 90% (v/v) H,0

Trizma HCI (0.2 M); NaCl (1.369 M); HCI 37%

CSB-EQ027870HU Cusabio
MAK143-1KT Sigma-Aldrich
DLB50 R&D systems
AB213978 ABCAM

706002 Cayman Chemical



1.2. INSTRUMENTOS Y EQUIPOS

Estudios en

animales

Cultivos celulares

General

Agujas 23G 1” - Nr.16 0.6 x 5mm
Biomicroscopio especular SP 2000 P
Camara MD-130

Jeringuillas (5 mL)

Ldmpara de hendidura Topcon SL-8Z
Tiras de Schirmer

Tondmetro de contacto

Botellas de cultivo (25 y 75 cm?)
Camara de Neubauer

Campana de flujo laminar

Criotubos

Incubador Hera Cell

Led stripe 150x RGM LED total 24 W
Luxémetro digital MT-192

Microscopio bioldgico vertical SE
Mr. Frosty™

Pellet Pestle Motor

Placas de 6, 12, 24, 48 y 96 pocillos

Agitador de balanceo
Agitador orbital Bunsen
Autoclave

Balanza de precisién
Bano termobloque

Centrifuga de sobremesa Biofuge® pico

Microlance™ 3
Topcon

Electronic Eyepiece
Plastipak™

Topcon

Lenticon SA
TonoVet, Tiolat Oy
Cultek

Brand GMBH
Heraeus

Nunc

Heraeus

Light & more GmbH
Shenzhen Flus
Technology

Nikon

Nalgene

Kimble Chase
Cultek

Biogen
Nessler
Trade Raypa
Arpival SA
Labnet

Heraeus



HPLC

Western Blot

MATERIAL Y METODOS

Centrifuga Labofuge 400
Centrifuga refrigerada KUBOTA 6500
Espatula de microprecisién

Espectrofotdmetro Spectronic 200

Filtros 20 pum (Minisart®)

Filtro amarillo (465-480 nm)
Lector de placas Power Wave XS2
Pipetas estériles (5, 10 y 25 mL)
Pipetas automadticas

2-20 pL/ 20-200 pL/ 100-1000 pL
Puntas

Tubos Eppendorf (1,5/2 mL)
Tubos Falcon (15/25 mL)

Sonicador ultrasénico

Vortex

Bomba de flujo isocratico Waters 1515
Columna Kromaphase C18 (5um)
Detector dual de absorbancia 2487

Jeringas Hamilton

Precolumna Kromaphase (5um)

Mini Protean® 3 Cell

Mini-Trans Blot Electrofonetic Transfer Cell

Trans-Blot® SD Semy-Dry Transfer Cell

Tabla 5. Equipos e instrumentos.

Heraeus

Kubota Corporation

Selecta
Thermo Fisher

Scientific

Sartorius Stedim

Biotech
Clairefontaine
BioTek
Nessler

Eppendorf

Nessler
Eppendorf
Thermo Fisher
Scientific
Selecta
Heidolph
Waters
Scharlau
Waters

SGE Analytical
Science

Scharlau

Bio-Rad
Bio-Rad
Bio-Rad



uso PROGRAMAS INFORMATICOS

Analisis de datos/graficas GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc.)
Busqueda bibliografica Pubmed (National Institutes of Health)
Densitometria Image J (National Institutes of Health)
Espectrometria Gen 5.0 Data Analysis Software (BioTek)
Fluorometria Fluoroskan Ascent FL (Thermo)

HPLC Breeze software de Waters

Ldmpara de hendidura Imaginet 2000 (Topcon)

Tabla 6. Software y herramientas informdticas.
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MATERIAL Y METODOS

2. METODOS

2.1. MoDELOS DE EXPERIMENTACION Y MUESTRAS BIOLOGICAS UTILIZADAS

2.1.1. Modelo in vitro: Células de epitelio de cristalino humano

Se utilizé la linea celular HLE-B3 de ATCC® (ATCC-CRL-11421 Lens Epithelium

Human LOT: 62025431) para la realizacién de diferentes experimentos.
2.1.1.1. Descongelacidon, mantenimiento y almacenamiento

Para descongelar las células se siguié siempre el mismo protocolo. Primero se
atemperd el medio celular y se sacaron los crioviales de células del congelador
de -802C donde se mantenian almacenados. Rapidamente se afiadian 2 mL de
medio en 1 falcon de 15 mL, se descongelaba el contenido del criovial con la
ayuda de ese medio a temperatura ambiente y se introducia todo el contenido
en el falcon. A continuacién, se centrifugd a 2000 rpm durante 5 min a
temperatura ambiente para eliminar del DMSO (dimetil sulféxido), presente en
el vial de congelacion. Después se decantd el sobrenadante y se resuspendio el
pellet en 1 mL de medio. Finalmente, se sembraron las células en una botella o

flask, de tamafio variable dependiendo de los experimentos a realizar.

Para el mantenimiento de las células normalmente se cultivaron en botellas
de 75 cm? con Medio Esencial Minimo de Eagle (EMEM) (ATCC® 30-2003 ™)
suplementado con suero bovino fetal (FBS) al 20% vy penicilina-estreptomicina al
0.5%. Las células se incubaron y mantuvieron en una estufa humidificada con 5%
de CO2 a 37°C y 95% de humedad hasta alcanzar la confluencia. Una vez
alcanzada la confluencia en a botella (pasados unos 7 dias), se descarté el medio
y se lavd con 5 mL de tripsina, previamente descongelada. Se volvid a descartar y
se incubd la botella con 10 mL de tripsina durante unos 3 minutos en la estufa
para levantar las células. Pasado ese tiempo se afiadieron 10 mL de FBS para
neutralizar el efecto de la trispsina. Se llevé todo el contenido a 2 tubos falcons
de 15 mL, recogiéndose bien todas las células que deberian haberse despegado.
Por dultimo, las células se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 minutos a

temperatura ambiente. Posteriormente, se decantd el sobrenadante y se



resuspendid el pellet en 3/5 mL de medio dependiendo de la cantidad de
material celular que se observd. Se contaron las células mediante una cdmara de
Neubauer. Finalmente, las células se sembraron en placas de distinto tamafio en
funcién del experimento a realizar. Dependiendo de la placa y del nimero de
células, volvieron a tener confluencia pasados 2 o 3 dias. Para los experimentos
en que se anadié melatonina con 24 horas de antelacidn, ésta se afiadié cuando
las células tenian una confluencia del 80 o0 90%, para que el dia del experimento

no se levantasen por los laterales de los pocillos debido al exceso de células.

Para la congelacién de las células se rotularon los criotubos de 2 mL con el
numero de células a congelar, el dia de la congelacién y el nimero de pase
celular (equivalente al nimero de veces que las células se habian tripsinizado en
experimentos anteriores). Se introdujeron 900 uL de células con su medio y 100
puL de DMSO. Tras ello, rdpidamente se metian los criotubos en el recipiente de
congelacion Mr. Frosty® y de ahi al congelador de -802C para su

almacenamiento.

2.1.1.2. Tratamiento con inductores de estrés oxidativo (perdxido de
hidrogeno y luz) y aplicacion exdgena de melatonina
Para estos tratamientos se sembraron las células en placas de cultivo, de
diferentes tamanos dependiendo del experimento, hasta llegar a estar

confluentes.

Para evaluar la posible toxicidad de la aplicacidn de melatonina sola, las
células se incubaron con distintas concentraciones de esta neurohormona (0.1,

1, 10 y 100 uM) durante 24 horas.

Con el fin de determinar la concentracion de perdxido de hidrégeno capaz de
inducir dafio oxidativo en las células se testd el efecto de la incubacion de
distintas concentraciones del agente (50 uM, 200 uM, 350 uM, 600 uM, 1 mM vy
1.5 mM) durante 2 horas. El dia en que se realizaba el experimento se prepard
medio de cultivo celular sin suplementacién con FBS y con ese medio se
realizaron las diferentes disoluciones con perdxido de oxigeno. Se descarté el

medio de los pocillos y se sustituyé por éste. En aquellos pocillos considerados
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como controles, también se les cambié el medio por el mismo sin FBS. Se
introdujeron las placas de cultivo en la estufa durante 2 horas en oscuridad para

proceder a continuacion a la evaluacidn de la viabilidad celular.

En los experimentos realizados para examinar el posible efecto citoprotector
de la melatonina frente al estrés oxidativo, la hormona se aplicé a distintas
concentraciones (0.1, 1, 10 y 100 uM) 24 horas antes de la exposicidn a peréxido
de hidrégeno 350 uM durante 2 horas (condicidn seleccionada en los estudios
arriba indicados). En algunos ensayos también se evalud la aplicacion simultanea

de melatonina durante la incubacién con perdxido de hidrégeno.

Para los estudios de western blot destinados a analizar los cambios en la
expresion de Nrf2 y NLRP-3 se selecciond una concentracion de 100 uM de
melatonina 24 horas antes de la incubacién de 2 horas con perdxido de

hidrégeno 350 uM.

En el caso de los estudios realizados con luz, se fijé un sistema de iluminacion
LED (Light and More, Alemania) en el interior de la estufa de cultivo. Se evalué la
intensidad de la luz emitida por la tira de luces LED mediante un luxémetro MT-
912 (Shenzhen Flus Technology, Guangdong, China) estableciendo una
intensidad de 400 luxes en la zona de exposicién al iluminar con la luz LED blanca
(400-700 nm). Este valor se selecciond para simular la iluminancia tipica de la luz

artificial previamente publicada (Behar-Cohen et al., 2011).

Las placas correspondientes se introdujeron en la estufa equipada con el
sistema LED para exponerlas a la luz LED blanca durante 2 horas, como control se
empled una placa cubierta por papel de aluminio que permanece asi aislada de la
luz. En los experimentos con melatonina, ésta se aplicé a una concentracién 100

KM 24 horas antes de la exposicion a la luz.

Finalmente, en algunos experimentos se emplearon inhibidores de receptores
de melatonina: luzindole (N-acetil-2-benziltriptamina) (100 uM) y 4-P-PDOT (4-
fenil-2-propionamidotetralina) (100 uM), los cuales se afadieron 30 minutos

antes de la exposicion al agente inductor de estrés oxidativo.



2.1.1.3. Tratamiento con Luz y Filtro Amarillo

Las células se expusieron a luz LED blanca de 400 luxes en la estufa con el

sistema LED en ausencia o en presencia de un filtro amarillo.

El filtro amarillo utilizado en estos experimentos fue analizado con un
espectrofotémetro (Spectronic 200, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,

USA) mostrando absorbancia entre 400-500 nm con un pico maximo a 440 nm.

El dia de los experimentos después de llegar a la confluencia en sus
respectivas placas de cultivo, se procedié a cambiar el medio para empezar los
experimentos con el medio completo y nuevo. Las placas correspondientes a las
situaciones donde se bloqueaba la luz emitida por la banda de luces LED se
cubrieron con el filtro amarillo y se introdujeron en la estufa junto con una placa
cubierta por papel de aluminio (condiciones de oscuridad) y otra sin ningun tipo
de recubrimiento, por lo que las células permanecian completamente expuestas
a la luz LED blanca en la estufa. Las placas permanecieron en el interior de la
estufa durante dos horas en estas diferentes condiciones experimentales: células
expuestas a la luz, células cubiertas con el filtro amarillo y células en condiciones

de oscuridad.

Adicionalmente, en algunos experimentos examinando la produccién de ROS
las células se expusieron no a luz blanca LED, si no a luz azul (465-480 nm, 400

luxes) y luz roja (625-640 nm, 400 luxes).

En los experimentos empleando inhibidores de receptores de melatonina,
luzindole (100 uM) y 4-P-PDOT (100 uM), éstos se adicionaron 30 minutos antes

de la exposicion a la luz LED.

Tras la exposicidon a las distintas condiciones luminicas se evaluaron los
cambios en la produccién de ROS, la viabilidad celular o se recogieron los medios
condicionados (para medir la concentracion de melatonina y 6-
hidroximelatonina) y/o los extractos celulares. Tanto los medios condicionados
como los extractos celulares fueron almacenados a -80°C para su posterior

analisis.
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2.1.2. Modelo in vivo: modelos animal de conejo

En la experimentacidon con animales se utilizaron conejos blancos de Nueva
Zelanda con pesos de 3.05 £ 0.57 Kg. Los animales permanecieron en jaulas
individuales con acceso libre a comida y bebida. Se les proporcionaron ciclos de
12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. Todos los protocolos descritos fueron
aceptados por el Comité de Experimentacion Animal de la Universidad
Complutense de Madrid que sigue los principios de la European Communities

Council Directive (86/609/EEC).

De todos los animales se obtuvieron diferentes muestras de humores acuosos
y tejidos oculares, que se analizaron mediante diferentes técnicas detalladas mas

adelante.
2.1.2.1. Modelo de conejo diabético

Los conejos fueron divididos en 3 grupos: control (grupo I, n = 4), diabéticos
(grupo Il, n = 4), diabético con filtro (grupo Ill, n = 4). En el caso de del grupo I,

los animales se ubicaron en cajas envueltas con un filtro amarillo (Figura 12).

La diabetes se indujo mediante una Unica inyeccién de aloxano en una dosis
de 125mg/kg. Este compuesto se disolvid en 5 mL de cloruro sédico y se
introdujo directamente al torrente sanguineo a través de la vena de la oreja.
Aquellos conejos a los que se les provocé la diabetes se les suplementé el agua
con glucosa al 10% durante las primeras 24 horas tras la inyeccidon, mientras que
los demas tan solo recibieron una inyeccion intravenosa de 5 mL de NaCl al 90%.
Los conejos del grupo Il (diabéticos con filtro) se trataron con aloxano dos

semanas después de permanecer en las cajas cubiertas con el filtro amarillo.

Una semana después de la induccion de la diabetes se midieron los niveles de
glucosa en sangre de todos los conejos, y posteriormente se realizaron medidas
semanales a aquellos conejos diabéticos mediante el uso de un glucometro de
sangre. Niveles de glucosa superiores a 16.6 mM son indicativos de la presencia
de diabetes. La formacion de la catarata se siguié por biomicroscopia mediante

iluminacidn directa o por medio de retroiluminacién indirecta.
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Figura 12. Conejos cubiertos con la caja fabricada con

el filtro amarillo.

2.1.2.2. Modelo animal para los estudios de presion intraocular

En estos experimentos los animales se dividieron en dos grupos: 3 conejos
control y otros 3 ubicados en una jaula cubierta con un filtro amarillo. Se
mantuvieron con vida a lo largo de 8 semanas. En el caso de los conejos con filtro
amarillo, se suspendid su tratamiento a partir de las 4 semanas para observar el
recobro a la normalidad. Se les realizaron semanalmente diferentes pruebas,
empezando siempre a las 10 de la mafana para minimizar las posibles
variaciones en los resultados. Primero se les media la presidn intraocular,
seguido del test de Schirmer, se les pesaba para el calculo de la sedacidn, y una
vez dormidos se les extraian aproximadamente 100 uL de humor acuoso. Se dejé
pasar una semana entre cada medicién para que los valores no estuviesen

alterados debido a este ultimo procedimiento.
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2.1.3. Muestras bioldgicas humanas

Para la realizaciéon de los estudios con muestras biolégicas humanas se
siguieron los principios de la Declaraciéon de Helsinki y la aprobacion por el
Comité de Etica de Investigacién Clinica del Instituto Balear de Oftalmologia
(Palma de Mallorca, Espaia). Después de la explicacion del estudio, cada
paciente firmd un consentimiento informado. Para nuestros estudios, se
seleccionaron sujetos control o pacientes con cataratas, descartandose aquellos
pacientes cuyo historial clinico reflejara alguna enfermedad ocular adicional
como el glaucoma, la degeneracién macular asociada a la edad (DMAE) o algun

tipo de enfermedad inflamatoria activa.

Se recogieron muestras de humor acuoso de pacientes (36 sujetos en total)
divididos en 3 grupos. El grupo control constaba de 12 pacientes con un cristalino
transparente que se iban a someter a una cirugia refractiva con inclusidon de
lente intraocular. Los otros 24 pacientes presentaban cataratas las cuales fueron
el motivo de su intervencién quirlrgica. Ese grupo se subdividid, a su vez, en 2
grupos: 1 grupo con catarata no diabética (n= 12) y 1 grupo de pacientes con
catarata diabética (n=12). Los pacientes diabéticos tenian un buen control de los

niveles de glucosa en sangre y no padecian retinopatia.

El humor acuoso se aspiré durante el primer paso de la cirugia de cataratas
con gotas anestésicas (lidocaina al 2%), se utilizdé una canula Rycroft de calibre 30
en una jeringa de tuberculina (1 mL) a través de una microincisién corneal
estandar de 1 mm, mientras se observaba mediante el microscopio quirurgico.
Se recogieron unos 300/400 uL de humor acuoso, se almacend a -20°C y se

mantuvo protegido de la luz.



2.2, DETERMINACION DE LA VIABILIDAD CELULAR

2.2.1. Ensayo con azul tripan

El método de tincién por exclusion mediante Trypan blue o azul de tripan se
utilizé para diferentes ensayos de viabilidad celular. Se trata de un compuesto
azoico, con un color azul intenso, que tifie las células muertas. Se obtuvo un
porcentaje de viabilidad celular relativo entre las células vivas y muertas. Esto se
consiguié gracias a que el colorante solo atraviesa la membrana de las células
muertas ya que la membrana celular de las células viables no permite la difusién

a su interior.

Esta técnica se utilizd para algunos estudios preliminares encaminados a
valorar el tiempo de incubacién éptimo al que someter a las células a estrés
oxidativo mediante el tratamiento con H,0; asi como por exposicién a luz blanca

tipo LED.

Las células se incubaron en la estufa con 5 mL de tripsina durante 3 minutos
que fue neutralizada con 5 mL de FBS. Las células levantadas se recogieron en un
falcon de 10 mL. En un eppendorf se mezclaron 50 plL de la muestra celular junto
con otros 50 L de azul tripan y se dejo actuar a temperatura ambiente durante
5 minutos. Transcurrido ese tiempo se introdujo una pequefia cantidad de
muestra de unos 30 pL en una camara de Neubauer para poder realizar el
recuento de las células muertas (teiidas) y las células totales. Se calculd el

porcentaje de muerte celular empleando la siguiente ecuacion:

10

n? células tenidas
% Muerte Celular = ~lulas totales x 100

10
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2.2.2. Ensayos con MTT

La viabilidad celular también se analizé mediante ensayos con bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) (Figura 13). Se trata de un
ensayo que cuantifica colorimétricamente las células que son capaces de reducir
el reactivo amarillo (MTT) a un compuesto de color azul/plrpura (formazan).
Esto reaccion transcurre gracias a la enzima mitocondrial succinato
deshidrogenasa. Al final, cuanto mas formazdan se haya generado, mayor nimero
de células vivas habra. El color del compuesto generado se determina midiendo

la absorbancia a una longitud de onda de 570 nm.

)

e

Figura 13. Placa de 96 pocillos tras realizar la lectura en el espectrofotémetro.

Los ensayos de MTT fueron empleados para realizar los estudios de dosis
respuesta tanto para el tratamiento con melatonina, como con perdxido de
oxigeno. Asimismo se usd este método para los estudios del efecto protector de
la aplicacién exdgena de melatonina tras la induccién de estrés oxidativo por
tratamiento con peréxido de hidrégeno o exposicion a luz blanca LED. Para la
realizacidn de estos ensayos se sembraron unas 200000 células/pocillo en placas
de 24 pocillos y tras alcanzar la confluencia se realizaron los distintos
tratamientos. Pasado el tiempo de cada experimento se retiréd el medio y se
afiadieron 400 uL de MTT (0.5 mg/mL en PBS 1X) en cada pocillo y se esperaron 2
horas en la estufa a 379C sin luz. Transcurridas las 2 horas, se retiré con cuidado
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el MTT, se desechd y se afiadieron 350 pL de DMSO para resuspender los
cristales de formazan formados en cada pocillo. Se trasvasaron 250 uL de cada
pocillo a una placa de 96 pocillos, dejando el primer pocillo para el blanco que
Unicamente contenia DMSO. Finalmente se realizé la lectura de la placa en el
lector de placas espectrofotométrico, PowerWave XS2 (BioTek, Winooski, VT,
USA), a una longitud de onda de 570 nm y se corrigio el valor de absorbancia
intrinseca del plastico restando la absorbancia a 690 nm. Los valores numéricos
resultantes se expresaron como porcentaje de la viabilidad celular con respecto

al control (células sin tratamiento).

2.3. DeTeccioN DE ROS

Los ensayos fluorométricos para detectar especies reactivas del oxigeno (ROS)
se realizaron utilizando un kit especifico (Sigma-Aldrich, MO, USA). La adicién de
un sensor fluorogénico permeable a nivel celular, proporcionado por el kit,
resulta en la formacién de un producto fluorimétrico proporcional a la

concentracion de ROS presente en las células.

Para estos ensayos se cultivaron 15000 células HLE-B3 por pocillo en placas
opacas de 96 pocillos. En los ensayos donde se emplea melatonina, ésta se
afiadié a una concentracién 100 uM 24 horas antes del experimento, en los
pocillos indicados, y se cambié el medio al resto de los pocillos. En caso de
emplear antagonistas (luzindole 100 uM y 4-P-PDOT 100 puM), éstos se afiadieron

30 minutos antes de la adicion de melatonina.

El primer paso fue la preparacion de la Master Reaction Mix. Para ello se
reconstituyo el agente de deteccidon de ROS con 40 uL de DMSO, obteniéndose 4
alicuotas de 10 pL, las cuales se pueden almacenar a -202C, hasta un maximo de
un mes, para su posterior uso. Con esas alicuotas se preparé la Master Reaction
Mix dependiendo del volumen necesario para cada experimento. Para la
generacién de la Master Reaction Mix se establecié una proporciéon de 20 uL del

agente de deteccion de ROS reconstituido por cada 10 mL de tampdn de ensayo.
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Tras retirar el medio de los pocillos, se anadieron 100 pL de la Master
Reaction Mix en cada pocillo. Se incubd 1 h en la estufa al 5% de CO, y 372C en
oscuridad. Posteriormente, se introdujeron las placas en la estufa con sus
respectivas condiciones de luz, oscuridad y filtro durante 2 horas. Finalmente,
transcurridas las 2 horas se leyeron rdpidamente las placas en el lector de
fluorescencia Fluoroskan Ascent™ FL Microplate Fluorometer (Thermo Fisher

Scientific), midiendo a una Aex =490 nm y la Aem = 525 nm.

2.4. EVALUACION DE LOS NIVELES DE MELATONINA

El analisis mediante HPLC (cromatografia liquida de alta resolucién) se aplicé
para la determinacién de los niveles de melatonina en el humor acuoso de los
conejos empleados en los estudios de la presion intraocular. Aunque es un
método sensible y relativamente sencillo, debido al elevado nimero de muestras
a procesar en muchos de los estudios, en el resto de los casos se recurrid a un
ensayo de tipo ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) para medir la

concentracion de melatonina.

2.4.1. Analisis Mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucién

El humor acuoso primero se procesé manteniéndolo en hielo durante 5
minutos. Los eppendorfs se calentaron en el termobloque a 982C durante 2
minutos y se transfirid a hielo durante 10 min. Para terminar, se precipitaron las

proteinas centrifugando los tubos a 22000 g durante 10 min a 42C.

Mediante HPLC se midieron las concentraciones de melatonina en los
humores acuosos ya procesados. El sistema cromatografico consistia en una
columna Kromaphase C18 de 5.0 mm (25 cm de largo, 0.4 cm de didmetro
interior) (Scharlau, Madrid, Espafia), una bomba HPLC isocratica 1515, un
detector de absorbancia dual 2487 y un Inyector Reodyne, todo gestionado por

el software Breeze de Waters (Milford, MA). El sistema se equilibré durante la



noche con 40% metanol, 60% H,0. Las mediciones se realizaron a un caudal de

0.8 mL / min fijando el detector a una longitud de onda de 244 nm.

La cuantificacidon de la melatonina se realizd comparando las muestras con
estandares externos de melatonina (M5250-5G, Sigma-Aldrich) disuelta en

DMSO.

2.4.2. Ensayo de ELISA para la Medida de Melatonina

Previamente a la realizacién del ensayo de ELISA, se llevaron a cabo estudios
preliminares con la finalidad de determinar si era necesaria la concentracién de
las muestras mediante un concentrador de vacio, o, por el contrario, los niveles
de melatonina presentes en la muestra sin concentrar estaban dentro del rango
de medida del kit de ELISA para melatonina que se iba a emplear. Se determind
gue los niveles de melatonina eran perfectamente medibles sin la concentraciéon
previa de la muestra en el caso de los humores acuosos de conejos e individuos,
mientras que en el caso de los medios condicionados de células se requirid
realizar la concentracién previa de la muestra. Los ensayos de tipo ELISA
realizados son de tipo competitivo (Melatonin ELISA kit de ABCAM, Cambridge,
UK) y para llevarlos a cabo se siguié paso a paso el procedimiento proporcionado

por el fabricante.

Primero se atemperaron todos los materiales y reactivos antes de su uso. En
la placa de 96 pocillos, la cual esta tapizada con un anticuerpo goat anti-mouse
IgG, se afadieron 100 pL de un tampon estabilizador a los pocillos BO (0 ng/mL
standard) y 150 pL a los pocillos NSB. Se continud incorporando 100 uL de los
distintos puntos de la recta estandar de melatonina y 100 uL de cada muestra en
los pocillos correspondientes. Después se anadieron 50 pL de un trazador de
melatonina marcado con biotina a todos los pocillos excepto al blanco y 50 uL de
anticuerpo monoclonal frente a la melatonina a todos los pocillos excepto al NSB
y al blanco. Se sellé la placa y se dejd incubando a temperatura ambiente en un

agitador de placas durante 1 hora a unas 500 rpm. Durante la incubacién, de
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forma competitiva, el anticuerpo monoclonal se une a la melatonina de las

muestras o al marcador de melatonina afiadido.

A continuacion, se vacid el contenido de los pocillos y se lavo el pocillo con
300 uL de solucidn de lavado. Este lavado se repitidé 2 veces mas hasta un total
de 3 lavados. Después del lavado final, se vacié golpeando la placa firmemente
sobre un papel de filtro y se aspiraron los pocillos para eliminar cualquier resto
de solucién de lavado. Se anadieron 200 pL del estreptavidina conjugada con
peroxidasa de rabano (HRP), la cual se une al marcador biotinilado, a todos los
pocillos excepto el blanco. Se volvié a sellar la placa incubandose de nuevo a

temperatura ambiente en un agitador de placas durante 30 minutos a 500 rpm.

Se vacié de nuevo el contenido de los pocillos y se lavé con 300 plL de tampdn
de lavado. Se repitid el lavado 2 veces y se volvié a eliminar por completo
cualquier resto de tampdn de lavado. Se afiadieron 200 L de la solucion de
sustrato TMB a todos los pocillos. Se sellé6 e incubd la placa a temperatura
ambiente en un agitador de placas durante 30 minutos a 500 rpm por ultima vez.
Para terminar, se afiadieron 50 pL de la solucion de parada a todos los pocillos y
se leyd la placa a 450 nm en el lector de placas PowerWave XS2 (Biotek). Para el
analisis de datos se restd el blanco a todos los pocillos y la concentracién de
melatonina en cada muestra se calculd por interpolacion con la recta patrén del

estandar.



2.5. VALORACION DE LA CONCENTRACION DE 6-HIDROXIMELATONINA

La 6-hidroximelatonina es el producto de degradacién de la melatonina. Para
medir sus niveles se utilizé un kit ELISA de CUSABIO (Houston, TX, USA). El rango
de deteccidn del kit es de 10 — 400 pg/mL.

Lo primero que se hizo a la hora de realizar este experimento fue dejar a
temperatura ambiente todos los materiales y reactivos que se iban a utilizar.
Ademas, se centrifugd la muestra tras su descongelacion justo antes del
experimento. Se prepard la placa que viene en el kit, la cual estd tapizada con un
anticuerpo frente a 6-hidroximelatonina, dejando solo los pocillos necesarios
segln la cantidad de muestra a analizar el dia del experimento, y se almacend el
resto de los pocillos a 42C para su posterior uso. En primer lugar, se afiadieron 50
uL de los estandares de concentracidén conocida o de muestra en los pocillos que
se habian seleccionado. A continuacidn, se afiadieron 50 pL de un conjugado de
la 6-hidroximelatonina con HRP a cada pocillo, excepto al blanco. Se mezclé bien
y luego se llevé a incubar en la estufa durante 1 hora a 372C. Durante esta
incubacidn, la 6-hidroximelatonina marcada con HRP y la 6-hidroximelatonina sin
marcar presente en las muestras compiten por su unidn al anticuerpo de la

placa.

Pasado ese tiempo, se vacidé bien el contenido de los pocillos se lavaron con
200 pL de tampdn de lavado. Se repitio el proceso hasta un total de 3 lavados.
Tras el lavado final se vaciaron y aspiraron los pocillos golpeandolos firmemente
sobre un papel de filtro para eliminar cualquier resto de tampdn de lavado. Se
afadieron 50 plL de sustrato A y 50 plL de sustrato B, proporcionados por el kit, a
cada pocillo y se mezclé bien. La placa se dejé incubando de nuevo en la estufa
durante 15 minutos a 372C en la oscuridad. Por ultimo, se agregaron 50 uL de
solucién de parada a cada pocillo. La densidad dptica se analizé a 450 nm en un
lector de placas espectrofotométrico PowerWave XS2 (Biotek) antes de que
transcurrieran 10 minutos tras el ultimo paso. Para el andlisis de datos se resto el
blanco a todos los pocillos y la concentracidon de 6-hidroximelatonina en cada

muestra se calcula por interpolacidn con la recta patrdn del estandar.
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2.6. LisADO DE CELULAS Y TEJIDO OCULARES

2.6.1. Lisado de Células

Las muestras celulares se lisaron utilizando diferentes tampones de lisado
(tampon RIPA, tampdn para extractos citosdlicos de contenido diferente al RIPA

y tampdn para lisados nucleares).

En el caso del lisado con tampdn de ensayo de radioinmunoprecipitacion
(RIPA), tras realizar los diferentes experimentos se retird el medio. Se lavd 2
veces con PBS 1x. Se afiadieron en cada pocillo entre 50 y 150 puL de tampdn
RIPA, dependiendo de la placa en la que se realizé el ensayo, suplementado con
un kit de coctel de inhibidores de proteasas (Thermo Fisher Scientific) al 1%. Se
rasparon las placas, se recogio el volumen con la micropipeta y se introdujo en
un eppendorf que se mantuvo a su vez en hielo. Se agité cada muestra con un
Pellet Pestle (Thermo Fisher Scientific) durante 10 segundos. Finalmente, se
centrifugd durante 15 minutos a 15000 rpm y 42C, y se recogi6 el sobrenadante

para almacenarlo a -202C para su posterior uso.

Para la obtencidén de proteina nucleares se empled un protocolo especifico
gue combina el uso de dos tampones de lisado, uno para la extracciéon de
material citosdlico y otro para la lisis de los nucleos celulares (Tabla 7). En estos
experimentos se utilizaron placas de cultivo de 100 mm de didametro con el fin de

obtener suficiente concentracion de proteinas nucleares para su posterior

analisis.
Tampon de lisis citosélico Tampon de lisis nuclear
HEPES 50 mM, pH 7.2 HEPES 50 mM, pH 7.2
EDTA 2 mM EDTA 2 mM
NaCl 10 mM NaCl 400 mM
Sacarosa 250 mM Glicerol al 20% (v / v)
Nonidet P40 al 10% (v / v) Nonidet P40 al 10% (v / v)
Inhibidores de proteasas al 1% Inhibidores de proteasas al 1%

Tabla 7. Composicién de los tampones de lisado celular citosdlico y nuclear.



Después de exponer a las células a sus respectivos tratamientos, se retir6 el
medio de incubacién y se realizaron dos lavados con 1 mL de PBS 1x.
Posteriormente, se promovid la lisis mediante la adicién de 150 pL de tampdn de
lisis citosdlico, se rasparon y se recogieron las células lisadas. El lisado se
transfirié a un tubo eppendorf frio y se centrifugd a 3000 g durante 4 minutos a
4°C, de esta forma se obtuvieron las muestras de proteina citosdlica del

sobrenadante y se guardaron a -202C.

El sedimento se utilizd para la extraccion de proteinas nucleares. Se lavo
resuspendiéndolo en 150 pL de tampdn de lisis citosdlico, se centrifugd
nuevamente a 3000 g durante 4 minutos a 42C y se desecho el sobrenadante. A
continuacion, los pellets se resuspendieron en 25 pL de tampdn de lisis nuclear y
se dejaron incubar 20 minutos en hielo, pasandolos por el vértex cada 5 minutos.
Tras ello, las muestras de proteina nuclear se obtuvieron del sobrenadante
residual que quedd al centrifugar a 10000 g durante 15 minutos a 49°C.

Finalmente, las muestras se almacenaron a - 80°C.

2.6.2. Lisado de Cristalinos

Para realizar el lisado de los cristalinos primero se descongelaron y se pasaron
a un eppendorf con la ayuda de unas pinzas. A continuacion, se homogeneizaron
en tampoén de extraccion RIPA suplementado con los inhibidores a una
concentracion del 2%. Se trocearon los cristalinos manualmente con unas tijeras
durante aproximadamente 20 minutos cada muestra. Se pasaron 30 veces a
través de una pipeta de 1000 plL y se dejaron reposar 30 minutos en hielo. Las
muestras se centrifugaron a 42C y 15000 g durante 30 min. Para terminar, se
recogio el sobrenadante y se hicieron alicuotas de 20 plL, almacendandolas a -

802°C.
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2.7. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS EN LOS LISADOS

Una vez obtenidos los lisados, es importante cuantificar la cantidad de
proteina presente en cada muestra, con el fin de cargar la misma cantidad al
realizar la electroforesis en los ensayos de western blot y poder analizar asi,
minimizando los posibles errores, las diferencias entre las muestras que se

pretenden comparar.

Para la determinacidn de la concentracion de proteina presente en los lisados
de células y cristalinos se utilizé el kit comercial BCA Protein Assay de Thermo
Scientific. El kit esta basado en la reaccién del dcido bicinconinico (BCA) para la
deteccion y cuantificacion colorimétrica de proteinas totales. Este método
combina la reduccién del Cu*? a Cu*! en medio alcalino (reaccién de Biuret) con la
deteccion selectiva del catiéon Cu*! mediante el dcido bicinconinico. El producto
resultante de la reaccién tiene un color purpura formado por el complejo Cu**-
BCA y presenta una absorbancia caracteristica a 562 nm. La concentracion de
proteinas de los lisados se determina mediante la creacidon de una recta de
calibrado construida con una proteina de referencia de concentracién conocida.

A partir de esta recta se determina la concentracion de proteina de los lisados.

Para llevar a cabo el ensayo, primero se descongelaron las muestras,
manteniéndolas siempre en hielo. Se realizé una dilucion 1:10 de la muestra en
H,O ultrapura, calculando el volumen necesario para hacer triplicados utilizando
25 pL de la dilucién por pocillo. Tras realizar la dilucién, las muestras se volvieron
a congelar para su posterior uso. Se prepard el reactivo WR, resultado de
combinar los reactivos A (formado por una mezcla de bicarbonato sddico, acido
bicincénico, tartrato sédico e hidroxido sédico) y B (4% de sulfato cuprico), y se

calculé el volumen necesario siguiendo las siguientes férmulas:

A = [(n°demuestras X 3) + 9] X 200
_ A
- 50

Se introdujeron ambos reactivos en un falcon, se agité con voértex, se tapd y se

B

puso en hielo. A continuacién, se anoté el orden de las muestras a valorar. Se



afadieron 25 uL de proteina de referencia de concentracion conocida en cada
pocillo en una placa de 96 pocillos. Como proteina de referencia para la
construccion de la recta de calibrado se usé albumina de suero bovino (BSA) con
concentraciones comprendidas entre 25 y 2000 pug/mL de proteina. Después se
pipetearon 25 pL de las muestras de los lisados diluidas en los pocillos
correspondientes de la placa de 96 pocillos. Finalmente se adicionaron 200 plL
del compuesto WR en cada pocillo. Se tapé la placa y se incubd durante 30
minutos en la estufa a 372C. Transcurrido el tiempo se leyo la absorbancia a 562
nm en el lector de placas PowerWave XS2 (BioTek).

Finalmente, con los datos de la absorbancia a 562 nm de la proteina de
referencia BSA vy las distintas concentraciones, se obtuvo la recta de calibrado
por regresion lineal a partir de la cual se calculd la cantidad de proteina de los
lisados. Para ello, se despeja la incégnita “X” de la ecuacion segun los valores
obtenidos de absorbancia para las distintas muestras de los lisados valorados
que son la “Y”.

Y =p1X+Bo
La concentracidn final de las muestras se multiplicd por 10 para tener en

cuenta la dilucidn realizada.

2.8. WESTERN BLOT

El western blot es un ensayo de inmunodeteccidon de proteinas. Se selecciona
una proteina a estudiar y se detecta su presencia en una muestra bioldgica, en el
caso de esta tesis doctoral se utilizaron lisados de células del epitelio del
cristalino humano y de cristalinos de conejos albinos de Nueva Zelanda. El primer
paso antes de la realizacion del western blot consiste en la separacién
electroforética de proteinas de las muestras de interés en funciéon de su masa
molecular. Para ello se cargd una cantidad de proteina equitativa de cada
muestra en un gel de poliacrilamida y se procedid a llevar a cabo Ia
electroforesis. Posteriormente, se transfirieron las proteinas a una membrana de
nitrocelulosa. Se incubaron los diferentes anticuerpos y finalmente la sefial de

guimioluminescencia generada permitid la impresion de una pelicula fotografica.
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Por ultimo se densitometraron las bandas resultantes segin la muestra a

estudiar (Gavini & Parameshwaran, 2021).

2.8.1. Preparacion de los geles

Antes de poner en marcha la electroforesis se prepararon los geles necesarios
para cargar las muestras. Se selecciond el grosor del gel dependiendo del
volumen que se iba a cargar, en funcién de la concentracidn de proteinas que
tuviera nuestra muestra a analizar. Pudiendo ser de 0.75 o 1.50 mm de grosor. La
concentracion de acrilamida del gel separador también es variable, y se
selecciond en funcién de la masa molecular de la proteina que queriamos

analizar.

Lo primero que se hizo fue limpiar con alcohol los cristales donde se iba a
polimerizar el gel de poliacrilamida. Se montaron en un dispositivo de pinzas en
vertical y se rellenaron con agua para comprobar que no se salia. Mientras se fue
preparando el gel separador empleando una disoluciéon de acrilamida al 30%
(p/v) y N,N’-metilen-bisacrilamida al 0.8% (p/v) en agua ultrapura. La
polimerizacion de los geles se inicié por adiciéon de persulfato amdnico y TEMED.
Antes de introducir la disolucién del gel separador se retird el agua que se habia
afadido y se secd por dentro con papel de filtro. Se echd la disolucion del gel
separador muy despacio y con cuidado de que no se formaran burbujas. Se
afadieron unos 20 pL de butanol al final para eliminar todas las posibles
burbujas y crear una capa superficial. Se esperaron entre 45 minutos y 1 hora a
temperatura ambiente para que polimerizase el gel. Se retird el liquido
superficial por decantacidén y se secd con papel de filtro sin tocar el gel. Durante
la polimerizacién se prepard el gel concentrante que contenia acrilamida al 4%.
Se afiadio el gel concentrante sobre el gel separador y se introdujo el peine para
dar forma a los pocillos. Se volvieron a esperar 45 minutos para que polimerizase
de nuevo. Pasado el tiempo, se quitd el peine. Los geles se prepararon el mismo
dia de la electroforesis o el dia anterior; en este ultimo caso, se guardaban los

geles en la nevera envueltos en papel humedecido con agua ultrapura.



2.8.2. Preparacion de las muestras

Primero se sacaron las muestras y se mantuvieron en hielo para su
descongelacién. Una vez descongeladas se centrifugaron durante 3 minutos a
15000 rpm y 42C. En un eppendorf nuevo se pipeted el volumen de muestra y de
tampodn Laemmli 3x calculado en funcién de la cantidad total de proteina a
cargar (generalmente entre 15-30 pg). Se introdujeron los eppendorfs con la
muestra y el tampdén Laemmli 3x en el termobloque a 982C durante 5 minutos y

después se centrifugaron durante 1 minuto a 15000 rpm y 4°C.

2.8.3. Electroforesis

Una vez preparadas las muestras, se colocaron los geles en un sistema vertical
de electroforesis Mini-Protean 3 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), situando el cristal
pequefio hacia la parte interna. Se afiadié el tampdn de electroforesis 1x entre
los dos geles y se aplico el patrédn y las muestras en los pocillos. Se introdujo el
sistema con los geles en la cubeta de electroforesis y se afiadié mds tampdn de
electroforesis 1X a la cubeta. Se conectaron los cables, estableciéndose un
amperaje constante de 0.025 A por cada gel durante unos 45 minutos o 1 hora
hasta que el frente electroforético llegé al final del gel separador, vigildandolo

para no perder la muestra (Figura 14).

Figura 14. Imagen del sistema electroforético y fuente de alimentacion para el desarrollo de la
electroforesis.
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2.8.4. Transferencia

Finalizada la electroforesis se sacaron los geles, se recortd la esquina inferior
derecha y la zona del peine, y se introdujeron los geles y las membranas de
nitrocelulosa (GE Healthcare, Amersham, Reino Unido) durante 15 minutos en
tampon de transferencia. Transcurrido ese tiempo se colocd, sobre el equipo de
transferencia semi-seca (Bio-Rad), papel de filtro humedecido en tampdn de
transferencia elimindndose las posibles burbujas. Se colocd encima la membrana
de nitrocelulosa y el gel y también se volvieron a retirar las burbujas. Se recorté
la membrana sobrante y por uUltimo se colocé otro papel de filtro himedo y se
procedidé a eliminar una vez mas las posibles burbujas. Para el desarrollo de la
transferencia se aplicé un voltaje constante de 22 V durante 60-75 minutos

dependiendo del grosor del gel.

2.8.5. Inmunodeteccion

Al finalizar la transferencia y antes de comenzar la inmunodeteccion, en
ocasiones se cortaron las membranas segun la masa molecular de las proteinas
gue nos interesaba detectar. El patron de colores de masas moleculares

conocidas sirvio de guia para seleccionar la zona de corte.

La membrana sin cortar o los trozos de membrana cortados se bloquearon
con leche deslipidizada o BSA al 5% en TBS 1x con Tween-20 al 0.1% incubandose
durante 1 hora en el agitador a temperatura ambiente. Posteriormente se dejé
incubando con el anticuerpo primario, diluido en leche/BSA al 5% en TBS 1x
Tween 20 al 0.1% durante toda la noche en la nevera a 4°C. Los distintos

anticuerpos utilizados y sus diluciones se muestran en la Tabla 8.

Tras la incubacién de la membrana con el anticuerpo primario, al dia siguiente,
se recogieron y congelaron los anticuerpos primarios diluidos usados. Las
membranas se lavaron 3 veces durante 10 min en TBS 1x Tween 20 al 0.1% y

temperatura ambiente. Se incubaron con el anticuerpo secundario (Tabla 9),



diluido en leche al 0.25% en TBS 1x Tween 20 al 0.1% durante 1 hora a

temperatura ambiente y se lavaron nuevamente 4 veces durante 10 min en TBS

1x Tween 20 al 0.1%.

Anticuerpo
primario

AANAT
AANAT
Caspasa-1
E-Cadherina
N-Cadherina
GAPDH
HIOMT
HIOMT

INK 1/2

NRF-2
Occludin

PAANAT

pINK 1/2

SNAI-1
Vinculina

Z0-1

Casa
Comercial
Abcam
Invitrogen
Invitrogen
Santacruz
Santacruz
Santacruz
Abcam
Abnova
Cell
Signaling
Invitrogen
Invitrogen
Abcam
Signalway
antibody
Santacruz
Santacruz

Invitrogen

Cédigo

#ab3505
#PA5-75722
#PA5-77886
#sc-8426
#sc-59987
#sc-166574
#ab175100

#H00000438-A01

#9252

#PA5-27882
#40-4700
#ab3439

#SAB11504

#sc-271977
#sc-25336
#40-2200

Tabla 8. Anticuerpos primarios utilizados.

Anticuerpo 22

Anti-IgG de ratén-HRP

Donador

Cabra

Anti-1gG de conejo-HRP  Cabra

Anti-lgG de cabra-HRP

Conejo

Tabla 9. Anticuerpos secundarios utilizados.

Dilucion

1:1000
1:1000
1:500
1:500
1:500
1:500
1:1000
1:1000

1:500

1:500
1:200
1:1000

1:500

1:200
1:500
1:500

Dilucion
1:10000
1:10000
1:10000

Bloqueo

Leche
Leche
Leche
Leche
Leche
Leche
Leche

Leche

Leche

Leche
Leche

BSA

BSA

Leche
Leche

Leche

Anticuerpo

secundario
GAR (Policlonal)
GAR (Policlonal)
GAR (Policlonal)
GAM (Monoclonal)
GAM (Monoclonal)
GAM (Monoclonal)
GAR (Policlonal)

GAM (Monoclonal)

GAR (Policlonal)

GAR (Policlonal)
GAR (Policlonal)
GAR (Policlonal)

GAR (Policlonal)

GAM (Monoclonal)
GAM (Monoclonal)

GAR (Policlonal)

Casa Comercial

Jackson Immunoresearch

Jackson Immunoresearch

Jackson Immunoresearch

MW de la
proteina
detectada
(kDa)
23-25

23-25
20
132
132
37
38
38

54,46

130
65
23-25

54,46

34
117
225

Referencia

115-035-008
111-035-046
305-035-008

En el ultimo paso se revelaron las membranas. El proceso se basa en la

emisién de luz por la oxidacién de luminol (una diacilhidrazida ciclica) en

presencia de H;0; catalizada por la peroxidasa conjugada al segundo anticuerpo.
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Para ello se incubd la membrana con Pierce Super Signal Substrate (Thermo
Fisher Scientific) durante 5 minutos en el agitador o con ECL™ Western Blotting
Detection Reagent (GE Healthcare) durante 1 minuto, siempre en oscuridad.
Después se seco el borde de la membrana sobre un papel limpio y se colocé en

una lamina de plastico con cuidado para que no se formaran burbujas de aire.

En el cuarto oscuro se expuso una pelicula fotografica a la membrana el
tiempo necesario en funcién de la potencia quimioluminescente. Dependiendo
del anticuerpo, el tiempo de exposicidon varié desde segundos hasta 30 minutos o
1 hora. Los mejores resultados se suelen obtener transcurridos los primeros 15
minutos de incubacién con el sustrato. Finalmente, se introdujo la pelicula en el
liqguido revelador durante 1 minuto o menos, hasta que se consideré que ya se
observaban bien las bandas. Después se pasé al liquido fijador, durante otro

minuto y se introdujo en agua destilada.

Cuando se termind de revelar, se almacend la membrana en PBS 1x a 4 °C
para realizar un reprobing en los dias siguientes. Las peliculas se dejaron secar

para su posterior densitometrado.

2.8.6. Reprobing

Tras el analisis por inmunodeteccién de la proteina a estudiar,
frecuentemente se reutilizaron las membranas de nitrocelulosa empleando un
anticuerpo frente a la gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH, proteina
gue permanece invariable en el modelo de estudio) o frente a JNK (para las
membranas previamente incubadas con p-JNK). Asi, se pudieron obtener valores
de referencia que permitieron la normalizacién de las intensidades de las bandas
de las proteinas a analizar. En algunos casos también se volvieron a utilizar las

membranas para detectar otras proteinas distintas a la estudiada inicialmente.

Para ello, se sumergid la membrana en 10 mL de la solucidon de reprobing
(Tabla 10) y se incubd en la estufa a una temperatura entre 50-602C durante 30

min con agitacion ocasional cada 10 minutos.



A continuacion, se lavd la membrana 3 veces durante 10 min en TBS 1x Tween
20 al 0.1% en agitacidén y a temperatura ambiente. A partir de este punto, los
siguientes pasos se realizan igual que un western blot desde la etapa de bloqueo

en leche o BSA.

Tampon de reprobing
Beta-mercaptoethanol 100 mM
SDS 10% 2%

Tris 1M pH 6.8 62.5 mM

Tabla 10. Tampon de reprobing.

2.8.7. Densitometrado de las peliculas

Las peliculas se escanearon y se realizd un andlisis densitométrico utilizando el
software Image J (NIH, Bethesda, Maryland, USA). Los datos se corrigieron
respecto a la intensidad de la banda correspondiente a GAPDH y se normalizaron
respecto al valor control expresandose en porcentaje. En el caso de las peliculas
para estudiar la fosforilacién de la ruta de las JNK, los datos se corrigieron

respecto a las bandas de la proteina JNK1/2.

2.9. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD DE LA SUPEROXIDO DISMUTASA

La actividad de la enzima superéxido dismutasa se analizé en los lisados

celulares mediante un kit colorimétrico (Cayman Chemicals, Ann Arbor, Ml, USA).

El kit utiliza sal de tetrazolio que produce un producto coloreado de formazan
soluble en agua tras la reducciéon con el anidn superdxido, generado por la
xantina oxidasa y la hipoxantina. Una actividad aumentada de SOD en las
muestras provoca una disminucién de la concentraciéon de superdxido y una
reduccion del color del producto. Una unidad de SOD corresponde a la cantidad
de enzima necesaria para inducir una dismutacion del 50% del radical

superoxido.
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Para realizar este ensayo previamente se prepararon los reactivos que se iban
a necesitar. Para preparar el tampdén de ensayo y tampdn de dilucion de
muestras se partié de stocks concentrados proporcionados por el kit que se
diluyeron 1:10 y 1:20, respectivamente. Se prepararon también el agente
detector de radicales (dilucién 1:400 del stock del kit) y los diferentes estandares
de SOD (0.005-0.050 U/mL de SOD). Finalmente, el ultimo reactivo a preparar
antes de iniciar el experimento fue la xantina oxidasa (diluciéon 1:40 a partir del

vial stock).

Tras la preparacion de todos los reactivos se procedié a comenzar el ensayo.
Para ello se anadieron a todos los pocillos a analizar 200 uL del agente detector
de radicales, después se incorporaron los estandares por duplicado (10 uL por
pocillo) y las muestras a analizar, también por duplicado (10 uL por pocillo). El
siguiente paso fue anadir 20 uL de la preparacidon de xantina oxidasa en cada
pocillo. Este paso se debe realizar rdpidamente ya que a partir de ese momento
comienza la reaccién. Se agité con cuidado la placa, se cubrid y se incubd durante
30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se procedié a la lectura de la

absorbancia a 450 nm usando el lector de placas PowerWave XS2 (BioTek).

Los datos se analizaron calculando la absorbancia promedio de los estandares
y las muestras. Se dividio el valor de la absorbancia del primer estandar “A” entre
el resto de los valores, tanto de los estandares como las muestras de los lisados,
para obtener el ratio linealizado (LR) de cada muestra. Con los resultados del
ratio linealizado para los estandares y los valores de actividad de SOD conocidos
de dichos estandares se generd una curva estandar. Los valores de la actividad
de SOD para las muestras se calcularon a partir de la ecuacién obtenida de la
regresion lineal de la curva estdndar, considerando el valor de LR obtenido para

cada muestra:

LR muestra — y — interceptO) 0.23mL

X 001 mL X dilucion de la muestra

SOD(U\mL) = [(

pendiente de la recta



2.10.MEDIDA DE INTERLEUQUINA 1B

Los niveles de Interleuquina 1B (IL-1B) se evaluaron mediante un ensayo ELISA

con el kit Quantikine R&D (R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA).

Se afiadieron 200 uL de estandares de IL-1B o de las muestras
correspondientes a los pocillos de una placa de 96, los cuales tienen anclado un
anticuerpo monoclonal que reconoce a la IL-1B, y se incubaron durante 2 horas.
Transcurrido ese tiempo se realizan tres lavados y se adicionaron 200 plL del
conjugado HRP a cada pocillo. Se incubd durante otras 2 horas a temperatura
ambiente y nuevamente se lavé la placa 3 veces. A continuacién se afiadieron
200 pL del sustrato TMB y se incubd la placa durante otra hora mas. Al cabo de
esa hora, se pipetearon 50 uL de la solucion de parada del kit. Las densidades
Opticas se midieron a 450 nm en el lector de placas espectrofotométrico
PowerWave XS2 (Biotek). La concentracion de las muestras se calculé por

interpolacidn en la recta patron del estandar de IL-1P.

2.11.MEeDIDAS EN EL MODELO ANIMAL

2.11.1. Medida de los niveles de glucosa en el modelo animal

Los niveles de glucosa se estuvieron analizando previamente en la orina de los
conejos, hasta observar a la semana de la inyeccién con aloxano que los niveles
eran los mas altos detectables por las tiras de orina colorimétricamente (Figura
15). Tras la evaluaciéon de estos niveles en la orina, y la confirmacion de la
obtencién de unos niveles altos de glucosa en los conejos cuya diabetes habia
sido inducida mediante una inyeccién de aloxano se les comenzé a cuantificar la

glucosa en sangre.
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Figura 15. Test colorimétrico de glucosa en la orina de conejos.

Como hemos mencionado anteriormente, se midieron semanalmente los
niveles de glucosa en sangre desde la primera semana tras la inyeccién de
aloxano. No solo se midié a aquellos conejos diabéticos sino también a los
conejos control para obtener la comparativa entre ambos grupos. En el caso de
estos Ultimos tan solo se les tomé la medida una vez. Para analizar la glucosa en
sangre se utilizé un glucdmetro de sangre (Bayer, Leverkusen, Germany) con el
cual se pinché y se recogié una gota de sangre procedente de una vena de la

oreja del conejo.

En el caso de esta prueba no es necesaria la sedacién, pero como igualmente
se anestesiaba al animal para la recogida de humor acuoso semanal,
procediamos al pinchazo con el animal tranquilo tras realizarle el resto de las

pruebas.

2.11.2 Evaluacidon del desarrollo de la catarata mediante lampara de
hendidura

La formacidn de cataratas fue evaluada mediante la observacion a través de la
[dmpara de hendidura (Topcon SL-8Z, Tokio, Japdn). Se tomaron imagenes de
todos los ojos de los conejos al inicio de los experimentos, exactamente una
semana después de la inyeccién de aloxano, como control individual. Esta

primera imagen se realizd mediante iluminacidn directa, enfocando el epitelio
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anterior del cristalino transparente. Tras la observacién semanal de los
cristalinos, se volvio a realizar una fotografia de cada ojo después de 13 semanas
desde la induccion a la diabetes. Esta vez se utilizd la técnica de Ila
retroiluminacion indirecta ya que permitié una mejor observacion de la catarata,

en aquellos conejos en los que ya se habian formado claramente.
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2.11.3. Estudios de refraccion

También se procedié a la medicién de la refraccidon de los conejos mediante
reglas de esquiascopia. Se observo el reflejo pupilar de cada ojo de cada conejo
buscando la neutralidad de los movimientos de la luz con las reglas de
esquiascopia. Para su calculo se tuvo en cuenta la distancia del brazo de 0.66 cm,

restando por tanto 1.50 D al resultado obtenido en las reglas (Figura 16).

Figura 16. Retinoscopia mediante reglas de esquiascopia en conejos.
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2.11.4. Extraccion del humor acuoso en el modelo animal

Se extrajeron aproximadamente 100 puL de humor acuoso de cada ojo de
todos los conejos una vez a la semana. Para ello se anestesié al animal mediante
una inyeccién intramuscular con una mezcla de ketamina (7.5 mg/kg, Ketamidor,
Karizoo Laboratories, Barcelona, Espafa) y dexmedetomidina (0.04 mg/kg,
Dexmopet®, Vetpharma Animal Health, Barcelona, Espafia). Una vez dormidos,
se penetrd con una aguja de calibre 30, conectada a una jeringa de 1 mL, en el
limbo esclerocorneal, se extrajeron unos 100 puL y se introdujeron en eppendorfs
de 1.5 mL (Figura 17). Se almacenaron las muestras a -20°C para su posterior

analisis.

Figura 17. Extraccion de humor acuoso en conejos.
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2.11.5. Enucleacion y conservacion de tejidos

A las 16 semanas, se sacrificaron todos los conejos pertenecientes a los
estudios con el modelo diabético de conejo. Para ello, se empled una dosis de 1
mL de pentobarbital sédico (400 mg / mL) (EXAGON, Karizoo Laboratories). Los
ojos se enuclearon inmediatamente (Figura 18) y se diseccionaron,
fotografiandose los cristalinos sobre un papel milimetrado. Seguidamente se
almacenaron los tejidos oculares obtenidos, introduciéndolos en falcons de 15
mL con 1 mL de RNA-later (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, EE. UU.),

a -809C para lisarlos posteriormente y analizarlos mediante western blot.

Figura 18. Globo ocular de conejo recién enucleado.
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2.11.6. Medidas de presion intraocular

Mediante el tondmetro de rebote TonoVET® (Tiolat Oy, Helsinki, Finlandia) se
midié la presién intraocular de los conejos (Figura 19). Este es un tondmetro de
uso veterinario que no requiere utilizar anestesia topica. Sujetando al conejo en
posicion horizontal, se realizaron 5 medidas para finalmente seleccionar las 3

mas cercanas y realizar su analisis estadistico.

Las medidas se tomaron una vez a la semana y siempre alrededor de las 10 de
la mafiana con el fin de minimizar posibles variaciones en IOP. Para los
experimentos con el filtro, la IOP se evalud una vez a la semana durante 1 mes

antes de quitarles el filtro para medir posibles cambios durante el siguiente mes.

Tras permanecer 3 semanas con el filtro, se realizaron experimentos
suministrando agentes farmacoldgicos tales como inhibidores de receptores de
melatonina o antagonistas de melanopsina a los conejos (20 uL de farmaco en
cada o0jo). En el caso de estos estudios empleando farmacos, se tomaron 2
medidas 30 minutos antes de la adicién de los compuestos y a continuacion se
tomaron medidas a distintos tiempos en funcién del estudio tras la instilacion de

dichos farmacos.

Figura 19. Medicién de la PIO mediante el TonoVET®.
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2.12.ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos se presentan, en general, como la media aritmética * la
desviacidn estandar de la media (SD). Las comparaciones entre los diferentes
resultados se realizaron utilizando principalmente andlisis estadisticos
paramétricos. Las comparaciones entre las medias de tres o mas grupos se
realizaron con un andlisis de varianza (ANOVA) y se realizaron pruebas post-hoc
de comparacién de medias (Tukey test). Se consideré6 como estadisticamente
significativo un p valor menor de 0.05. A partir de ese valor los niveles de
significacién establecidos fueron: * p < 0.05, diferencias significativas; ** p <
0.01, diferencias muy significativas; *** p < 0.001, diferencias extremadamente
significativa; y **** p < 0.0001, como diferencias muy extremadamente
significativas. Los graficos al igual que el analisis estadistico se realizaron

mediante el software GraphPad Prism 5 (GraphPad, La Jolla, CA).
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1. EFECTO DE LA APLICACION DE MELATONINA EN LA
VIABILIDAD CELULAR

Con el fin de analizar si el tratamiento con melatonina podria inducir algun
efecto citotdxico en las células del epitelio del cristalino humano (HLE-B3), se
utilizé el ensayo de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol) para medir la viabilidad celular tras la exposicién a diferentes

concentraciones de melatonina durante 24 horas.
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Figura 20. Ensayo de dosis respuesta de la melatonina sobre la viabilidad de las células HLE-B3.

Se evalud la viabilidad celular mediante ensayo de MTT tras la administracion de melatonina a diferentes
concentraciones (100 nM, 10 um, 1 uM y 100 uM) durante 24 horas en células del epitelio del cristalino
humano. Los datos se normalizaron respecto al valor control (100%). Se muestran las medias + SD (n = 3).

Como se muestra en la Figura 20, el porcentaje de viabilidad celular de las
células del epitelio del cristalino humano (HLE-B3) no experimentd ninguna
disminucion importante. De hecho, se pudo observar un ligero aumento, si bien
los cambios no resultaron ser estadisticamente significativos. Estos hallazgos

revelaron la ausencia de efectos citotdxicos tras el tratamiento con melatonina.
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2. ESTUDIOS DE CITOTOXICIDAD INDUCIDA POR PEROXIDO DE
HIDROGENO

Para evaluar el efecto de la exposicion de perdéxido de hidrégeno sobre la
viabilidad de las células epiteliales de cristalino humano, se sometieron las
células HLE-B3 a diferentes concentraciones de perdxido de hidrégeno (50 uM,
200 puM, 350 uM, 600 uM, 1 mM y 1.5 mM) durante dos horas (Figura 21) y se

evalud la induccion de muerte celular mediante el ensayo de MTT.
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Figura 21. Andlisis de la viabilidad celular tras el tratamiento con H,0;.

A) Mediante andlisis de MTT se estudiaron los cambios en viabilidad celular tras someter a las células HLE-B3
a estrés oxidativo con diferentes concentraciones de H,0, (50 uM, 200 uM, 350 uM, 600 uM, 1 mM y 1.
5mM). B) Se muestra la curva dosis-respuesta a escala logaritmica de las distintas concentraciones de H0..
*p <0.05 ***p<0.001, **** p <0.0001, (n =8).
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Como se observa en la Figura 21, la concentraciéon mas baja con la que se
detectaron diferencias estadisticamente significativas fue 350 uM (p < 0.01),
disminuyendo la viabilidad celular al 60% respecto al control (100%). La
reduccion de la viabilidad celular fue dependiente de la concentraciéon de
perdxido de hidréogeno empleada, observandose un dramdtico descenso de la
misma (valores inferiores al 20% respecto al control) a concentraciones de 1 mM

y 1.5 mM (p < 0.0001). El valor de ICso resultante fue de 477 uM (Figura 21B).



3. EFECTO PROTECTOR DE LA MELATONINA TRAS LA
EXPOSICION A PEROXIDO DE HIDROGENO

Dado que el tratamiento con una concentracién de 350 UM de perdxido de
hidrégeno indujo una significativa reduccion de la viabilidad celular se selecciond
esta concentracidon para evaluar el posible efecto protector de la melatonina
sobre la citotoxicidad inducida por H;0, en las células HLE-B3. Para ello, se
estresaron las células con la adicion de H;0, en el medio celular durante dos
horas y se compard su viabilidad con respecto a células no expuestas a H,0z y
con células expuestas a H,0, pretratadas previamente con melatonina a

diferentes concentraciones durante las 24 horas anteriores al experimento.

Como era de esperar se observd una significativa reduccién del 40% en la
viabilidad de las células del epitelio del cristalino humano expuestas al estrés
oxidativo inducido por 350 uM de H;0, en comparacion con los valores de
viabilidad de las células HLE-B3 control (p < 0.01). En cambio, al proporcionar a
las células un pretratamiento con melatonina, las concentraciones de esta
neurohormona entre 1 y 100 pM permitieron paliar el deterioro en viabilidad
celular provocado por el H;0O, detectdndose diferencias estadisticas muy

significativas (p < 0.0001, respecto al tratamiento con H,0;) (Figura 22).
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Figura 22. Accion de la melatonina en la viabilidad de células HLE-B3 tratadas con H;0,.

Resultados de MTT mostrando la viabilidad celular de las células HLE-B3 expuestas durante dos horas a
H202 (350 uM) solo o a H,0, y pretratamiento de melatonina durante 24 horas a diferentes concentraciones
(100 nM, 1 um, 10 uM y 100 uM). Se muestran los porcentajes normalizados respecto al control. Los datos
representan la media + SD (n = 3). ** p < 0.01, en comparacién con el control. $55 p < 0.001, S5SS p <
0.0001, en comparacion con las células con H,0,.

Por otro lado, también se compard la eficacia protectora de la melatonina
frente a la citotoxicidad si existia un pretratamiento previo con esta
neurohormona durante las 24 horas previas a la adicién de H;0; o si era afiadida

junto con H;0> (Figura 23).

Como se aprecia en la Figura 23, la viabilidad celular de las células expuestas a
H20, (350 uM) disminuye hasta alcanzar un 60.84% en comparaciéon con el
control (100%) (p < 0.01, n= 5). En cambio, al recibir el tratamiento con
melatonina durante 24 horas antes, ésta evita el dafio celular y aumenta la
viabilidad celular respecto a las células estresadas con H;0: (p < 0.0001, n=5). Por
el contrario, al afiadir la neurohormona en el mismo momento en el que se
adiciona el H,0,, el tratamiento no es capaz de impedir el impacto que tiene el
H.0; sobre las células, aumentando solo ligeramente su viabilidad con respecto a
las células expuestas a H.O;, sin llegar a mostrar diferencias estadisticamente

significativas.
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Figura 23. Efecto en la viabilidad celular modificando el momento de aplicacién de la melatonina.

Estudio de la viabilidad celular con diferentes tratamientos de melatonina variando el momento de la
administracion (24 horas antes o unicamente durante la exposicion a H,0). Los datos se normalizan
respecto al control (100%) y se expresan como la media * desviacion tipica. ** p < 0.01 en comparacion con
el control, $S5S p < 0.0001 respecto a la exposicion a H,0,, (n = 5).
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4. INDUCCION DE ESTRES OXIDATIVO POR EXPOSICION A LUZ
LED EN LAS CELULAS HLE-B3

Con el fin de confirmar que la exposicién a luz de tipo LED puede inducir
estrés oxidativo se analizé la produccién de especies reactivas de oxigeno
mediante ensayos fluorimétricos en las células HLE-B3 expuestas a luz LED de
diferentes longitudes de onda. Concretamente, se sometieron las células HLE-B3
durante 2 horas a oscuridad (control), luz LED blanca (400-700 nm), luz LED roja

(625-640 nm) y luz LED azul (465-480 nm) (Figura 24).
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Figura 24. Especies reactivas de oxigeno detectadas tras la exposicion a luz LED de diferentes tipos.
Células expuestas a oscuridad y luz LED blanca, roja y azul durante dos horas. Media + SD. **** p < 0.0001,
**p <0.01, en comparacion con el control (n = 3).

La luz LED blanca produjo un incremento en la producciéon de ROS de 3.2
veces en comparacion con los niveles en condiciones de oscuridad (p < 0.0001).
Al analizar el efecto de la luz en funcién de su longitud de onda, comprobamos
que este efecto se producia esencialmente con la exposicion a la longitud de
onda mas energética (luz azul) a diferencia de la luz roja que mantuvo niveles
mas similares a los del control en oscuridad (Figura 24). En base a estos
resultados, se selecciond la luz LED blanca para los experimentos con células en

los que se indujo estrés oxidativo mediante la radiacién luminica.
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5. EFECTO DE LA MELATONINA EN LA PRODUCCION DE ROS EN
CELULAS HLE-B3 EXPUESTAS A LUZ LED BLANCA

Se examind la produccién de ROS en células expuestas a distintas condiciones
experimentales: células expuestas durante 2 horas a oscuridad (control), luz LED
blanca, luz LED blanca y pretratamiento de melatonina con una concentracién de
100 uM durante las 24 horas anteriores al experimento, y células tratadas 30
minutos antes de la adicidon de la neurohormona con 2 antagonistas diferentes

de los receptores de melatonina (luzindol y 4-P-PDOT) (Figura 25).
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Figura 25. Efecto de la melatonina en la produccion de ROS en células HLE-B3 expuestas a luz LED blanca.
Las células se expusieron durante 2 horas a oscuridad o luz LED blanca, sin y con un pretratamiento de 24
horas con melatonina 100 uM, y otras células fueron tratadas con luzindol o 4-P-PDOT (antagonistas de los
receptores de melatonina) ademds de la luz y la melatonina. La acumulacion de ROS se evalué por
fluorimetria. Se muestra la media + SD. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 y **** p < 0.0001, en
comparacion con el control, (n=5).

Se detectd un aumento de las especies reactivas de oxigeno en las células
expuestas a la luz, exhibiendo unos valores alrededor de tres veces superiores
respecto al control (p < 0.0001). La administracién de melatonina disminuy¢ el
incremento de ROS provocado por la luz LED blanca, aunque no se llegaron a
recuperar los niveles presentes en el control, existiendo diferencias estadisticas
entre el control y el tratamiento con luz y melatonina (p < 0.05) (Figura 25). Al
afiadir tanto luzindol como 4-P-PDOT, antagonistas no selectivo y selectivo de los
receptores de melatonina MT,, respectivamente, el efecto inducido por la

melatonina sobre la produccion de ROS se bloqued, volviendo a niveles de ROS
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semejantes a los de las células HLE-B3 en condiciones de 2 horas con luz LED
blanca sin ningln tipo de tratamiento. El efecto inhibitorio sobre la accién de la

melatonina fue mds acusado en el caso del antagonista de los receptores MT,

4-P-PDOT (Figura 25).



6. EFECTO PROTECTOR DE LA MELATONINA EN LA VIABILIDAD
DE LAS CELULAS HLE-B3 EXPUESTAS A LUZ LED BLANCA

Se estudié también la viabilidad celular mediante ensayos de MTT de las
células del epitelio del cristalino humano en condiciones control (en oscuridad),
con luz LED blanca y luz con un pretratamiento de melatonina (100 uM)
administrado 24 horas antes. A otras células se les afiadié ademds antagonistas
de los receptores de melatonina (luzindol y 4-P-PDOT), ambos a concentraciones
de 100 uM. Los antagonistas de los receptores fueron administrados 30 minutos

antes de la incorporacién de la melatonina.
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Figura 26. Efecto de la melatonina en la viabilidad celular de las células HLE-B3 expuestas a luz LED
blanca.

Las células se expusieron durante 2 horas a oscuridad o luz LED blanca, sin y con un pretratamiento de 24
horas con melatonina 100 uM, y otras células fueron tratadas con luzindol o 4-P-PDOT (antagonistas de los
receptores de melatonina) ademds de la luz y la melatonina. Los datos mostrados corresponden a los
porcentajes normalizados frente al control en oscuridad (100%). Se muestra la media + SD. ** p < 0.01, *p <
0.05, (n = 3).

Los resultados de estos experimentos se muestran la Figura 26. En el caso de
las células expuestas a la luz, se produjo una disminucidn estadisticamente
significativa de la viabilidad celular del 26% en comparacion con el control (p <
0.01). En cambio, al administrar la melatonina, ésta actué como protector frente
al dafo citotoxico desencadenado por la luz LED blanca, aumentando la
viabilidad hasta un valor de 112%, no mostrando diferencias significativas en
comparacion con el control, pero si respecto a las condiciones de luz (p < 0.01).
Por el contrario, tal y como cabia esperar, al administrar tanto el antagonista no

selectivo de los receptores de melatonina de MT1 y MT; (luzindol) como el
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especifico de MT; (4-P-PDOT) se bloqued el efecto de la melatonina exdgena
aplicada, disminuyendo la viabilidad celular a niveles similares a los de las
muestras expuestas a luz sin melatonina. Nuevamente, fue el antagonista 4-P-
PDOT el que revirti6 de modo mas significativo el efecto protector de la
melatonina (p < 0.05). Estos resultados indican que el efecto protector de la
melatonina sobre la viabilidad celular parece ser mediado por receptores de

melatonina, especialmente por receptores del tipo MTa.



7. EFECTO PROTECTOR DE LA MELATONINA EN LA VIABILIDAD
DE LAS CELULAS HLE-B3 EXPUESTAS CONJUNTAMENTE A
PEROXIDO DE HIDROGENO Y LUZ LED BLANCA

Se analizé si el pretratamiento con melatonina podria proteger del efecto
toéxico inducido por la combinacién de los dos agentes estresores empleados:
H20; y luz LED blanca (Figura 27). Como se observa en la Figura 27, la aplicaciéon
de melatonina previno significativamente el descenso en viabilidad celular
inducido por H;02 y luz LED blanca (p < 0.0001). El efecto protector de la
melatonina fue revertido por el tratamiento con antagonistas de receptores de

melatonina (Figura 27).
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Figura 27. Efecto de la melatonina en la viabilidad celular de las células HLE-B3 expuestas a H,0, y luz LED
blanca.

Las células se expusieron durante 2 horas a oscuridad o luz LED blanca junto con H;O, sin y con un
pretratamiento de 24 horas con melatonina 100 uM, y otras células fueron tratadas con luzindol o 4-P-PDOT
(antagonistas de los receptores de melatonina) ademds de la luz en combinacion con H;0; y la melatonina.
Los datos mostrados corresponden a los porcentajes normalizados frente al control en oscuridad (100%). Se
muestra la media + SD (n = 3). *** p <0.001, **** p < 0.0001.
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8. EVALUACION DE LA EXPRESION DEL MODULADOR DE
ESTRES OXIDATIVO NRF2 Y DE LA ENZIMA SOD EN CELULAS
HLE-B3 EXPUESTAS A ESTRES OXIDATIVO

Como se comentd en la introduccidn, la proteina Nrf2 es un sistema celular
de defensa antioxidante inducible, que actia como factor de transcripciéon
regulando la expresion de distintos genes de enzimas antioxidantes. Nrf2 es por
tanto un importante regulador de la respuesta antioxidante que contribuye a
limitar el dano celular inducido por el estrés oxidativo. En condiciones basales
Nrf2 se localiza en el citoplasma celular unido a la proteina Keapl (Kelch-like
ECH-associated protein 1), la cual dirige su degradacion proteosomal. En
condiciones de estrés oxidativo, la oxidacion de residuos de cisteina de Keapl,
altera su unién a Nrf2 y ésta se transloca al nucleo celular para inducir la
transcripciéon de genes antioxidantes. Dada la importancia de Nrf2 como
regulador de la respuesta antioxidante se analizo si la actividad antioxidante y el
efecto protector frente al dafio celular observado para melatonina en las células
humanas epiteliales del cristalino estaba relacionado con la modulacién de la
expresion proteica de Nrf2 asi como la consiguiente regulacion de enzimas

antioxidantes como la SOD.

8.1. MODULACION DE LOS NIVELES DE LA PROTEINA NRF2 MEDIANTE LA MELATONINA EN

LAS CELuLAS HEL-B3 TRATADAS cON H20>

Se analizd la expresion de la proteina Nrf2 en extractos citosdlicos y nucleares
de células del epitelio del cristalino humano sometidas a distintas condiciones
experimentales (H,0;, H.0, y pretratamiento con melatonina sin y con
incubacién con el antagonista de receptores de melatonina 4-P-PDOT) mediante

estudios de western blot (Figura 28).
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Figura 28. Niveles de Nrf2 en células tratadas con H;0; en ausencia o presencia de melatonina.

Las células HLE-B3 se expusieron durante dos horas a H,0, (350 uM), también se realizo un pretratamiento
de melatonina (100 uM) sin y con el antagonista de los receptores de melatonina 4-P-PDOT (100 uM). A)
Bandas representativas de los western blots realizados con el anticuerpo anti-Nrf2 y anti-GAPDH (control de
carga). B) Histograma de los niveles relativos de la proteina Nrf2 nuclear. C) Histograma de los niveles
proteicos de Nrf2 medidos en los extractos citosdlicos. Los resultados vienen indicados como la media + SD. *
p<0.05 **p<0.01, (n=3).
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Los niveles proteicos de Nrf2 mostraron unos resultados opuestos entre los
extractos nucleares y citosdlicos tras la exposicion a H,0, (Figura 28). En las
células expuestas a H20;, la concentraciéon proteica de Nrf2 en los extractos
nucleares era mas bajas respecto al control (Figura 28B), mientras que sus
niveles se incrementaron significativamente con respecto a éste en los extractos
citosodlicos (Figura 28C) (p < 0.05). La aplicacién de melatonina de forma exdgena,
24 horas antes de someter a las células a estrés oxidativo, aumentd
drasticamente (p < 0.01) la concentracién nuclear de Nrf2 bloqueando el
descenso en sus niveles originado por el perdoxido de oxigeno, incrementandose
incluso los niveles de Nrf2 (1.45 veces) con respecto al control (p < 0.05) (Figura
28B). Al afladir el antagonista de los receptores de melatonina (4-P-PDOT) se
observé un cambio apreciable en la proteina Nrf2 nuclear revirtiendo este

agente el incremento inducido por la melatonina (p < 0.05) (Figura 28B).

8.2. EFECTO DE LA MELATONINA EN LA ACTIVIDAD DE LA ENzIMA SOD DE LAS CELULAS

HEL-B3 EXPUESTAS A H20:

Dado que la proteina Nrf2 regula la expresidn de enzimas antioxidantes como
la SOD, se analizé la actividad de dicha enzima en las células expuestas a los
tratamientos anteriormente indicados. En la Figura 29 se observa como la
exposicidén a H,0; disminuyd la actividad de SOD respecto al control, aunque este
descenso no fue estadisticamente significativo (Figura 29). El pretratamiento con
melatonina incrementé la actividad de la SOD de modo significativo respecto a la
exposicién a H20; (p <0.05). En cambio, al afiadir 4-P-PDOT (antagonista de los
receptores de melatonina MT) la actividad de la SOD no sufrié cambios respecto

a las células expuestas a H20,.
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Figura 29. Actividad de la enzima SOD en lisados de células HLE-B3 expuestas a H,O, en ausencia o
presencia de melatonina.

Histograma representando la actividad de la enzima SOD (U/mL) en los lisados de las células expuestas a
condiciones de 2 horas con HO0, (350 uM), pretratamiento con melatonina (100 uM) y H,0; y
pretratamiento con melatonina e incubacion con el antagonista 4-P-PDOT (100 uM). Los datos muestran la
media + SD. * p < 0.05 frente a H,0; (n=3).

8.3. MobDuULACION DE LOS NIVELES DE LA PROTEINA NRF2 POR MELATONINA EN LAS

CELuLAs HLE-B3 EXPUESTAS A Luz LED BLANCA

Se analizaron mediante ensayos de western blot los niveles de la proteina
Nrf2 tanto en extractos citosdlicos como nucleares de las células HLE-B3
expuestas a distintas condiciones luminicas: dos horas en oscuridad (control),
dos horas de exposicion a luz LED blanca sin y con pretratamiento de melatonina
y dos horas de exposicidon a luz LED blanca y pretratamiento con melatonina e
incubacién con el antagonista de receptores de melatonina MT,, 4-P-PDOT

(Figura 30).

En el caso de las células sometidas a condiciones de luz LED blanca y con el
pretratamiento de melatonina se detectaron unos niveles proteicos de Nrf2
nuclear de alrededor del doble en comparacién con el control (p <0.05) (Figura
30B), asi como un incremento en los niveles citosdlicos de la proteina, si bien
este aumento fue inferior (p <0.05) (Figura 30C). En ambos casos los efectos de la
melatonina sobre la expresion proteica de Nrf2 fueron anulados por el
antagonista 4-P-PDOT disminuyendo los niveles de proteina Nrf2 (Figura 30B y
C).
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Figura 30. Niveles de Nrf2 en células HLE-B3 expuestas a diferentes condiciones de luz en ausencia o

presencia de melatonina.

Las células HLE-B3 se expusieron durante dos horas a oscuridad (control), luz LED blanca y a la misma luz con
un pretratamiento de melatonina (100 uM) sin y con el antagonista de los receptores de melatonina 4-P-
PDOT (100 uM). A) Bandas representativas de los western blots realizados con el anticuerpo anti-Nrf2 y anti-
GAPDH (control de carga). B) Histograma de los niveles relativos de la proteina Nrf2 nuclear. C) Histograma
de los niveles proteicos de Nrf2 medidos en los extractos citosdlicos. Los resultados se muestran como la

media + SD. * p <0.05 (n = 3).
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8.4. EFECTO DE LA MELATONINA EN LA ACTIVIDAD DE LA SOD DE LAS CELULAS HLE-B3

EXPUESTAS A Luz LED BLANCA

La actividad de la superéxido dismutasa fue analizada también en los lisados
celulares de las células HLE-B3 expuestas a estrés oxidativo inducido por la
exposicion a luz LED blanca. En la Figura 31 se observa como el pretratamiento
con melatonina incremento la actividad de la SOD (p <0.05). En cambio, al afiadir
4-P-PDOT (antagonista de los receptores de melatonina MT;) la actividad de la
SOD no sufrié cambios respecto a las condiciones de las células expuestas a la luz

sin melatonina (Figura 31).
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Figura 31. Actividad de la SOD en células HLE-B3 expuestas a diferentes condiciones de luz sin y con
melatonina.

Histograma representando la actividad de la enzima SOD (U/mL) en los lisados de las células expuestas a dos
horas de oscuridad, luz LED blanca, luz LED blanca con melatonina (100 uM) sin y con antagonistas de los
receptores de melatonina 4-P-PDOT (100 uM). Los datos muestran la media * desviacion estandar. * p < 0.05
frente a las condiciones de oscuridad (n=3).
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9. EFECTO DE LA MELATONINA EN LA ACTIVACION DEL
INFLAMASOMA NLRP3

Como se indico en la introduccién, la acumulacion de ROS puede originar la
activacion del inflamasoma NLRP3 en el cristalino. ElI inflamasoma NLRP3
conduce a la activacion de caspasa-1, la cual cataliza el corte de la pro-IL-1B (pro-
interleuquina 1B) generando IL-1B madura que es entonces secretada. La
activacion del inflamasoma NLRP3 es considerada como un mecanismo implicado
en el dafo al cristalino asociado al desarrollo de cataratas. Por ello, se estudid si
el efecto protector observado para la melatonina podria también estar
relacionado con la capacidad de esta neurohormona para regular la activacién

del complejo NLRP3.

9.1. REGULACION POR MELATONINA DE LA ACTIVACION DEL INFLAMASOMA NLRP3 EN

LAS CELULAS HLE-B3 TRATADAS CON H20>

Se examinaron los niveles de la proteina NLRP3 asi como la activacién de la
caspasa-1. Para ello se realizaron ensayos de western blot a partir de las
muestras obtenidas de células HLE-B3 expuestas a las condiciones
experimentales previamente descritas: células control, tratamiento con H.O; sin
y con pretratamiento con melatonina exdgena, asi como incubaciéon con 4-P-
PDOT (antagonista de los receptores MT;) ademas de H,0; y melatonina (Figura
32).

Los niveles de la proteina NLRP3 mostraron un aumento estadisticamente
significativo de 1.4 veces en las células expuestas a H,O2 en comparacién con las
células control (p<0.01) (Figura 32B). La aplicacién exdgena de melatonina
consiguié reducir significativamente este incremento provocado por H20: (p
<0.05) (Figura 32B). Al incluir el antagonista 4-P-PDOT los efectos de la
melatonina se revirtieron aunque no en su totalidad (Figura 32B).

En el caso de los analisis de la subunidad p20 de la proteina caspasa-1 activa
se obtuvieron también niveles mas elevados al exponer las células HLE-B3 a

estrés oxidativo mediante la adicion de H;0O, (Figura 32C). Concretamente, el



incremento detectado fue de 1.56 veces en comparacion con el control (p < 0.01)
y de nuevo se redujo por el efecto del pretratamiento con melatonina, si bien, no
se llegaron a alcanzar diferencias estadisticamente significativas (Figura 32C). La
incubacién con 4-P-PDOT también revirtidé parcialmente el efecto de la
neurohormona (Figura 32C).

Ademas, dado que el inflamasoma NLRP3 desencadena la activaciéon de la
caspasa-1 y que ésta, a su vez, media la maduracion de IL-1B, se evaluaron
también mediante ELISA los niveles proteicos de IL-1B en las muestras celulares
(Figura 33).

Al igual que subieron los niveles de proteina de NLRP3 y caspasa-1 en
condiciones de estrés oxidativo, también se observd esta misma tendencia en el
caso de la IL-1PB al afiadir H,0; a las células HLE-B3, aumentando la concentracion
de IL-1B 1.66 veces respecto al control (p < 0.01) (Figura 33). De nuevo se
visualizaron diferencias significativas entre las muestras procedentes de las
células HLE-B3 unicamente expuestas a H.0; y las células HLE-B3 pretratadas con
melatonina 24 horas antes de estresar a las células con H;0, las cuales
presentaron una significativa reduccién en la concentracion proteica de IL-1B (p <
0.01) (Figura 33). La adicién del antagonista de los receptores de melatonina (4-
P-PDOT) bloqued parcialmente el efecto de la melatonina, lo que se tradujo en

un incremento de la proteina IL-1B (Figura 33).
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Figura 32. Niveles proteicos de NLRP3 y caspasa-1 en células HLE-B3 estresadas con H,0, en ausencia o en
presencia de melatonina.

Las células del epitelio del cristalino humano fueron expuestas a H,0, (350 uM). Adicionalmente se
pretrataron con melatonina (100 uM) durante 24 horas y a algunas placas de células se les afiadio 30
minutos antes un antagonista de los receptores de melatonina (4-P-PDOT, 100 uM). A) Se muestran
imdgenes representativas de las bandas de los western blots obtenidas con los anticuerpos para NLRP3,
caspasa-1, asi como para GAPDH (control de carga). Se representan los niveles relativos de la proteina
NLRP3 (B) y caspasa-1 (C) en los diferentes histogramas. Los datos se indican como la media + SD. * p < 0.05,
**p <0.01 (n=3).
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Figura 33. Concentracion de la proteina IL-18 en células HLE-B3 expuestas a H,0; en ausencia o presencia
de melatonina.

Mediante ELISA se analizé la concentracion de la proteina IL-18 (pg/mL) en los lisados celulares de células
expuestas a H,0, (350 uM), a H,0, con melatonina (100 uM) y a H,0, con melatonina y 4-P-PDOT (100 uM),
ademds de su respectivo control. La grdfica refleja los valores de la media + SD. ** p < 0.01, (n = 3).

9.2. REGULACION POR MELATONINA DE LA ACTIVACION DEL INFLAMASOMA NLRP3 EN

LAS CELULAS HLE-B3 TRATADAS CON Luz LED BLANCA

De la misma manera que en las células expuestas a estrés oxidativo con H;0,,
se estudio la expresién de la proteina NLRP3, asi como los niveles proteicos de

caspasa-1 en células estresadas con la radiacion luminica (Figura 34).

En el caso de las células expuestas exclusivamente a la luz LED blanca, se
observd una subida estadisticamente significativa de los niveles de la proteina
NLRP3 respecto a las muestras en oscuridad (control) (p < 0.05) (Figura 34B), los
cuales disminuyeron significativamente al pretratar las células HLE-B3 con
melatonina exdgena, hasta llegar a valores similares a los del control (p < 0.05)
(Figura 34B). La incubacidn con el antagonista de los receptores de melatonina
4-P-PDOT, 30 minutos antes de la adicién de la melatonina, bloqued el efecto de
esta neurohormona aprecidndose de nuevo un aumento de la proteina NLRP3 en

estas condiciones (Figura 34B).

Se analizaron también los niveles proteicos de la subunidad p20 de la
proteina caspasa-1, los cuales aumentaron en condiciones de estrés, en este caso

provocado por exposiciéon a luz LED blanca durante dos horas (Figura 34C). El
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pretratamiento con melatonina antes de estresar a las células con luz LED blanca
impidid el incremento en la expresion proteica de caspasa-1 activa, efecto que
fue nuevamente revertido por 4-P-PDOT (Figura 34C). Las tendencias en los
cambios son similares a las que se observaron en los experimentos con H,0;,

pero en este caso no llega a haber diferencias estadisticamente significativas.

Con respecto a la concentracidn proteica de IL-1f3, al igual que ocurria con el
tratamiento con H;0;, la concentracion de esta citoquina proinflamatoria se
incrementd 1. 86 veces tras la exposicién a luz LED blanca con respecto al control
(p < 0.05) (Figura 35). Asimismo, el pretratamiento con melatonina evitd este
incremento (p < 0.05) (Figura 35) y este efecto de la melatonina sobre la

concentraciéon de IL-1f fue revertido por el antagonista 4-P-PDOT (Figura 35).
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Figura 34. Niveles de NLRP3 y caspasa-1 en células HLE-B3 estresadas con luz en ausencia o presencia de
melatonina.

Las células del epitelio del cristalino humano fueron expuestas a diferentes condiciones luminicas: luz LED
blanca sin otro tratamiento y luz LED blanca con un pretratamiento de melatonina (100 uM) durante 24
horas sin y con la adicion de un antagonista de los receptores de melatonina (4-P-PDOT, 100 uM) 30 minutos
antes de la adicion de melatonina. A) Se muestran imdgenes representativas de las bandas de los western
blots obtenidas con los anticuerpos para NLRP3, caspasa-1, asi como para GAPDH (control de carga). Se
representan los niveles relativos de la proteina NLRP3 (B) y caspasa-1 (C) en los diferentes histogramas. Los
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datos mostrados se expresan seguin su media + SD. * p < 0.05, (n=3).
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Figura 35. Concentracion de la proteina IL-18 en células HLE-B3 expuestas a luz en ausencia o presencia de
melatonina.

Mediante ELISA se analizé la concentracion de la proteina IL-18 (pg/mL) en los lisados celulares de células
expuestas a luz LED blanca, a la misma luz con melatonina (100 uM) y a la luz con melatonina y 4-P-PDOT
(100 uM), ademads de su respectivo control. La grdfica refleja los valores de la media + SD. * p < 0.05, (n = 3).
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10. MODULACION DE LA TRANSICION EPITELIO-
MESENQUIMA POR LA ACCION DE LA MELATONINA EN LAS
CELULAS HLE-B3 TRATADAS CON H,0,

Estudios recientes han evidenciado que el estrés oxidativo inducido por la
exposicion a H,0; induce el proceso de transicion epitelio-mesénquima (EMT) (Y.
Li et al., 2019). Como se describid en la introduccidn, este proceso esta implicado
en la formacion de cataratas fibroticas como las que se originan al producirse
opacificacién capsular posterior (PCO). Dada la importancia de la EMT en el
desarrollo de la catarata fibroética, se analizo si el tratamiento con melatonina
podria modular el proceso de transicidon epitelio-mesénquima inducido por la
exposicion a H,0,. Con este fin, se examind mediante estudios de western blot la
expresion de marcadores de tipo epitelial tales como E-cadherina, ZO-1, vy
ocludina, asi como marcadores mesenquimales como Snail y N-cadherina en
células HLE-B3 expuestas a H,0; sin y con pretratamiento previo de 24 horas con

melatonina (Figura 36).

La exposicidon a H,0; ocasiond una disminucidn de los niveles relativos de las
proteinas que son marcadores epiteliales, concretamente la reduccidon observada
para E-cadherina, ZO-1 y ocludina fue del 51%, 61% y 67% respectivamente,
respecto al control (* p < 0.05, ** p < 0.01) (Figura 36B, C y D). Los marcadores
mesenquimales Snail y N-cadherina mostraron una tendencia opuesta (Figura
36E y F), aumentando sus niveles con la exposicion a H,0,, siendo 3.52 veces
mayor respecto al control en el caso de la proteina Snail (p < 0.01) y 1.32 veces
para N-cadherina, no alcanzando este ultimo cambio con significancia estadistica.
El pretratamiento de melatonina exdgena, durante las 24 horas previas a la
adicién de perdéxido de hidrégeno, permitié el retorno hacia niveles proteicos
similares a los que presentaban las células control no expuestas a estrés
oxidativo, recuperandose los niveles proteicos de los marcadores de tipo epitelial
(E-cadherina, ZO-1 y ocludina) (Figura 36B, C y D) y descendiendo la expresién
proteica de Snail y N-cadherina (Figura 36E y F).

Se ha demostrado en estudios previos que la ruta de sefializacion celular JNK

estd implicada en la induccién de EMT por H;0; (Y. Li et al., 2019), por lo que se



RESULTADOS

investigd si la accion de la melatonina sobre el proceso de EMT estaba
relacionada con la modulacién de dicha ruta (Figura 36G y H). La exposicién a
H,02incrementd 1.72 veces los niveles de fosforilacion de JNK1/2 con respecto al
control (p < 0.01) mientras que el tratamiento con melatonina redujo la
activacion de JNK detectandose unos niveles fosforilados de JNK1/2 semejantes a

los del control (p < 0.05 respecto a H20;) (Figura 36H).
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Figura 36 Andlisis de la expresion proteica de marcadores epiteliales y mesenquimales y cascada de
senalizacion JNK en las células del epitelio de cristalino humano expuestas a H,0;sin y con melatonina.

A) Imdgenes representativas de las bandas de los western blots empleando anticuerpos frente a marcadores
epiteliales y mesenquimales usando como control de carga GAPDH. B-F) Histogramas representando los
niveles de relativos de cada proteina examinada. G-H) Bandas proteicas del western blot con anticuerpos
frente a pJNK1/2 y INK1/2 (control de carga) y su respectivo histograma. Todos los datos estdn normalizados
y representados en porcentaje en funcion de las células control consideradas como el 100%. Los valores
corresponden a la media + SD. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p <0.001, (n = 3).
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11. ANALISIS DE LA CONCENTRACION DE MELATONINA Y
6-HIDROXIMELATONINA EN EL HUMOR ACUOSO DE
PACIENTES CON CATARATAS

A pesar de la importancia que puede tener la melatonina en patologias
oculares donde el estrés oxidativo tiene un papel relevante tales como las
cataratas, no existen apenas estudios sobre los posibles cambios en Ia
concentracion ocular de esta neurohormona y de su principal producto
degradativo, la 6-hidroximelatonina. Para evaluar estos posibles cambios, se
midieron los niveles de melatonina y 6-hidroximelatonina en los humores
acuosos de pacientes sin y con cataratas mediante ELISA. Los pacientes control
fueron pacientes operados de cirugia refractiva cuyo cristalino permanecia
transparente. Por otra parte, se dividié el grupo de pacientes operados de
cataratas en pacientes no diabéticos y los que presentaban diabetes mellitus. En
la Tabla 12 se detallan las caracteristicas demograficas de todos los pacientes
incluidos en el estudio asi como un resumen de los valores de concentracién

obtenidos, los cuales se detallan y comentan a continuacién (Figuras 37 y 38).

Parametros Total Control Cataratas Cataratas
diabéticas

N.2 de pacientes 36 12 12 12

Media (afios) £ SD 60.89 + 16.43 49.3+11.84 62.5+13.53 74.67 £+ 8.184

Rango de edad (afios) [24, 91] [24, 51] [41, 89] [62, 91]

Género (Masculino/femenino) [21, 15] [4, 8] [8, 4] [9, 3]

Niveles de melatonina [ng/mL] 2.901+£2.116 4.437 £2.470 2.601 +£1.767 1.665 + 0.8246
Niveles de 6-hidroximelatonina 37.426 £+10.729 50.740+12.312 38.757+10.762 22.781+9.114
[pg/mL]

Tabla 11. Caracteristicas demogrdficas de los pacientes incluidos en el estudio y valores de concentracion
obtenidos para melatonina y 6-hidroximelatonina en el humor acuoso de los mismos.

Como podemos apreciar en la Figura 37, la concentracién de melatonina en el
humor acuoso de los pacientes con opacificaciones en el cristalino fue
estadisticamente menor que en los pacientes control (p < 0.05), existiendo una
disminucion de alrededor del 40% pasando de valores de melatonina de 4.437 +
2.470 ng/mL en sujetos control a una concentracion de 2.601 + 1.767 ng/mL en

pacientes con catarata no diabética (Figura 37). En los pacientes con catarata



diabética se observaron niveles de melatonina aun mas inferiores (1.665 + 0.825
ng/mL) (p < 0.01) en comparacién con los valores mostrados por los sujetos con
el cristalino transparente (4.437 + 2.470 ng/mL), implicando una reduccion en la

concentracion de melatonina de hasta el 60% en este caso (Figura 37).
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Figura 37. Concentracion de melatonina en el humor acuoso de sujetos control y pacientes con cataratas.
Los datos estdn expresados como la media + la desviacion estandar. * p < 0.05; ** p < 0.01; ambos en
comparacion al control (n = 12).

Se examind también la concentracion del producto degradativo de la
melatonina (6-hidroximelatonina) en los humores acuosos de los mismos
pacientes (Figura 38). Al igual que ocurria con la concentracidn de melatonina,
los pacientes del grupo control cuyos cristalinos permanecian transparentes
fueron los que dieron valores mas altos para la 6-hidroximelatonina (50.740 +
12.312 pg/mL). Los dos grupos de pacientes con cataratas mostraron, por tanto,
niveles mas bajos de 6-hidroximelatonina, aunque los pacientes con catarata no
diabética no presentaron diferencias significativas (38.757 + 10.762 pg/mL) a
diferencia del grupo con diabetes mellitus (22.781 + 9.114 pg/mL), donde si
encontramos diferencias estadisticamente significativas con respecto al grupo

control (p < 0.05).
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Figura 38. Concentracion de 6-hidroximelatonina en el humor acuoso de sujetos control y pacientes con
cataratas.

Los sujetos de estudios se dividieron en tres grupos: pacientes con el cristalino transparente (control),
pacientes con catarata no diabética y pacientes diabéticos con cataratas. Se muestran los datos como la
media * desviacion estandar. * p < 0.05; en comparacion con el grupo control (n = 12).
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12. ESTUDIOS SOBRE EL EFECTO DEL FILTRO AMARILLO EN
LAS CELULAS DEL EPITELIO DEL CRISTALINO HUMANO

Considerando el efecto protector observado para la melatonina aplicada de
manera exodgena, nos planteamos el uso de un filtro amarillo para inducir la
liberacidon enddgena de melatonina y analizar su potencial efecto protector sobre
las células HLE-B3 expuestas a estrés oxidativo inducido por luz LED blanca. El
filtro amarillo empleado se caracteriza por presentar absorbancia entre 400-500
nm, exhibiendo un pico maximo a 440 nm, por lo que absorbe
fundamentalmente luz de longitud de onda corta (luz azul) lo que deberia
permitir antagonizar el efecto inhibitorio de la melanopsina (identificada en el

cristalino) sobre la regulacion de la secrecidon de melatonina.

12.1.ANALISIS DE LA CONCENTRACION DE IMELATONINA Y 6-HIDROXIMELATONINA EN LAS

CELULAS HLE-B3 EXPUESTAS A Luz LED BLANCA CON UN FILTRO AMARILLO

Se analizé la concentracion de melatonina en los medios condicionados de las
células expuestas a diferentes condiciones de luz (Figura 39). Los resultados
obtenidos mediante ELISA revelaron unos niveles de melatonina inferiores en las
células expuestas a luz LED blanca durante dos horas en comparacién con el
control que se mantuvo en oscuridad durante el mismo tiempo, concretamente
se produjo una reduccién del 57% en la produccion de melatonina durante ese
periodo con diferencias estadisticamente significativas (* p < 0.05) (Figura 39).
Por el contrario, al interponer un filtro amarillo, que bloquea las longitudes de
onda corta, a las células HLE-B3 expuestas a luz LED blanca, se detectd un
aumento de 1.7 veces en la liberacién de melatonina en el medio respecto a las

células expuestas a la luz LED sin filtro (Figura 39).

Con el fin de determinar, si el descenso en la liberacion de melatonina era
debido a una disminucion en su sintesis, a un incremento en su degradacién, o
incluso era resultado de la combinacién de ambos procesos, se analizd el
producto degradativo de la melatonina, 6-hidroximelatonina, en los medios

condicionados de las células epiteliales del cristalino humano sometidas a
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diferentes condiciones de luz. Las células HLE-B3 estuvieron bajo condiciones de
oscuridad, luz LED blanca o cubiertas con un filtro amarillo con la misma
iluminacidén, durante dos horas. El resultado de estos experimentos se muestra

en la Figura 40.
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Figura 39. Concentracion de melatonina en los medios condicionados de las células HLE-B3 expuestas a las
diferentes condiciones luminicas

El medio celular fue recogido tras exponer a las células a diferentes condiciones de luz durante 2 horas (en
oscuridad, luz LED blanca, y con la misma luz interponiendo un filtro amarillo). Posteriormente se realizé un
ensayo de ELISA para valorar la concentracion de melatonina. Datos expresados como la media * desviacion
estandar. * p < 0.05 en comparacion con el control. (n = 3).
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Figura 40. Concentracion de 6-hidroximelatonina en los medios condicionados de las células del epitelio
del cristalino humano expuestas a las diferentes condiciones luminicas.

Las células fueron expuestas durante 2 horas a oscuridad y luz LED blanca con y sin filtro amarillo. La
concentracion de 6-hidroximelatonina se examiné mediante ELISA. Datos expresados como la media +
desviacion estandar. * p < 0.05 en comparacion con el control en oscuridad. (n = 3).
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En el histograma de la Figura 40 se aprecia una disminucion estadisticamente
significativa de los niveles de la 6-hidroximelatonina en condiciones de luz sin
filtro (2.193 + 0.302 pg/mL) en comparacion con las muestras control
mantenidas en oscuridad donde se obtuvieron valores mas altos (4.994 + 1.404
pg/mL) (p < 0.05). En el caso de los medios condicionados de las células que
habian estado bajo la luz LED blanca en presencia del filtro amarillo también se
observéd una reduccidn de la concentracion del producto oxidativo de la
melatonina, pero en esta ocasién sin llegar a alcanzar significancia estadistica

(3.037 £ 0.199 pg/mL) (Figura 40).

12.2.MODULACION DE LAS ENzIMAS BIOSINTETICAS DE LA MELATONINA MEDIANTE UN

FILTRO AMARILLO EN LAS CELULAS HEL-B3 EXPUESTAS A Luz LED BLANCA

Los resultados obtenidos al medir la concentracion de melatonina y 6-
hidroximelatonina en los medios condicionados celulares sugerian que el
descenso en la secrecién de melatonina estaba principalmente relacionado con
una posible supresién de su sintesis por la luz. Por ello, se evalud si la exposicién
a luz LED blanca modificaba la expresién proteica de enzimas claves en la
biosintesis de esta neurohormona. Para ello, las células HLE-B3 fueron expuestas
durante 2 horas a oscuridad, a luz LED blanca o a la misma luz interponiendo un
filtro amarillo y se procedié a realizar estudios de inmunotransferencia para
cuantificar los niveles proteicos de las enzimas biosintéticas AANAT (basal y

fosforilada) y HIOMT (Figura 41).
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Figura 41. Expresion proteica de AANAT, HIOMT y pAANAT en las células del epitelio humano del cristalino
expuestas a las distintas condiciones luminicas.

Se cuantificaron los niveles de las enzimas biosintéticas de la melatonina mediante western blot utilizando
GAPDH como control de carga. A) Bandas representativas de los western blots realizados a partir de las
muestras celulares en oscuridad, luz LED blanca y la misma luz con filtro amarillo. Los niveles de proteinas
estdan normalizados y representados en porcentaje en funcion de las células control (en oscuridad). B)
AANAT. C) HIOMT. D) pAANAT. * p < 0.05, ** p < 0.01, (n = 3).

Los niveles de las enzimas involucradas en la sintesis de melatonina se vieron
reducidos en un 22% (AANAT), 31% (HIMOT) y 25% (pAANAT) al exponer a las
células a la luz LED blanca en comparacién a las células control (p < 0.05) (Figura
41). El filtro amarillo, por el contrario, previno la disminucidon de la expresion
proteica de las enzimas responsables de la sintesis de melatonina inducida por la
luz LED blanca dando unos resultados sin diferencias estadisticamente
significativas frente a las células mantenidas en oscuridad (Figura 41). Estos
resultados confirmaron que el descenso en la liberacion de melatonina tras la
exposicidon a luz LED blanca era debido a la reduccién en la expresién proteica de
las enzimas que biosintetizan la neurohormona. Dicha reducciéon pudo ser

impedida con el uso del filtro amarillo.
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12.3.EFeEcTO DEL FILTRO AMARILLO EN LA PRODUCCION DE ROS EN CELULAS

HEL-B3 EXPUESTAS A Luz LED BLANCA

La produccién de especies reactivas de oxigeno fue evaluada mediante
ensayos fluorométricos en células del epitelio del cristalino humano expuestas

durante 2 horas a diferentes condiciones de luz LED blanca (Figura 42).
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Figura 42. Niveles de ROS en las células HLE-B3 bajo diferentes condiciones luminicas.

Andlisis fluorimétrico en células HLE-B3 de los niveles de ROS en condiciones de oscuridad y luz LED blanca
(sin y con filtro amarillo). Histograma representado los valores de ROS como la media * su desviacion
estandar. ****p <0.0001, (n = 6).

Los niveles de ROS se triplicaron al exponer a las células HLE-B3 a la luz LED
blanca en comparacién con el control en oscuridad (p <0.0001) (Figura 42). Al
interponer el filtro amarillo éste impidié el aumento en la generacion de ROS
dando diferencias extremadamente significativas (p <0.0001) frente a los
experimentos con luz LED blanca sin filtro. En cambio, entre las células en
condiciones de oscuridad y luz LED blanca con filtro no hubo diferencias

significativas (Figura 42).
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12.4.EFECTO PROTECTOR DEL FILTRO AMARILLO EN LA VIABILIDAD CELULAR DE LAS

CELuLAs HEL-B3 EXPUESTAS A Luz LED BLANCA

Se evalud la viabilidad celular de las células del epitelio de cristalino humano
sometidas a estrés oxidativo provocado por la exposiciéon a luz LED blanca en
comparacion con su control en oscuridad y la utilizaciéon de un filtro amarillo

durante la exposicién a la luz. Para ello se realizaron ensayos de MTT (Figura 43).
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Figura 43. Efecto de las diferentes condiciones de luz en la viabilidad celular de las células HLE-B3.

Se determino mediante ensayos de MTT la viabilidad de las células HLE-B3 bajo diferentes condiciones de luz
(oscuridad, luz LED blanca o luz LED blanca con filtro amarillo). Los datos mostrados corresponden a los
porcentajes considerando el control en oscuridad como el 100%. Se muestra la media + SD. *** p < 0.001,
*#*%* p <0.0001, (n=9).

Como se muestra en la Figura 43, la viabilidad celular decrecié en un 30% al
inducir fototoxicidad en las células HLE-B3 mediante la exposicién a luz LED
blanca (**** p < 0.0001). La inclusién de un filtro amarillo sirvi6 como proteccion
ante los efectos citotdxicos de la luz, impidiendo la muerte celular y aumentando
por tanto la viabilidad de las células HLE-B3 respecto a las condiciones de
tratamiento con luz LED blanca, obteniéndose diferencias estadisticamente muy

significativas entre ambas (*** p < 0.001) (Figura 43).



12.5.MoODULACION DE LOS NIVELES DE PROTEINA NRF2 MEDIANTE EL USO DEL FILTRO

AMARILLO EN LAS CELULAS HEL-B3 EXPUESTAS A Luz LED BLANCA

Los cambios proteicos en el sistema antioxidante inducible Nrf2 también se
analizaron en células HLE-B3 en condiciones de oscuridad y luz (sin y con filtro
amarillo), asi como en ausencia o en presencia de antagonistas de los receptores

de melatonina (Figura 44).
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Figura 44. Niveles de la proteina Nrf2 en células HLE-B3 expuestas a diferentes condiciones de luz.

Las células fueron expuestas a oscuridad, luz LED blanca y a la misma luz bajo un filtro amarillo sin y con la
adicién de antagonistas de los receptores de melatonina (luzindol, 4-P-PDOT y una mezcla de ambos, a 100
uM). Se realizaron western blots con el anticuerpo anti-Nrf2, siendo utilizado GAPDH como control de carga.
La grdfica representa la media + desviacion estdndar de los niveles relativos de la proteina Nrf2 expresados
en porcentajes normalizados considerando el 100% la muestra en oscuridad. *** p < 0.001 frente a la luz

LED blanca y a la oscuridad. ## p < 0.01 y ###p < 0.001 comparado con la luz LED blanca con filtro amarillo,
(n=3).

Los resultados obtenidos revelaron que los niveles de la proteina Nrf2 eran
ligeramente mas altos en las células mantenidas durante 2 horas en luz LED
blanca respecto a las que permanecieron en oscuridad, pero no hubo diferencias
estadisticamente significantes entre ambos tratamientos (Figura 44). En cambio,
se observo un aumento del 46% en los niveles de Nrf2 en las células expuestas a
la luz LED blanca junto con el filtro amarillo respecto a las muestras sin filtro y
con la luz LED (p < 0.001). Ademas, la adicion de los antagonistas de los

receptores de melatonina evitd el aumento en la expresion proteica de Nrf2
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provocado por el filtro amarillo. El pretratamiento con un antagonista especifico
de MT; (4-P-PDOT) contrarresté en mayor medida el efecto del filtro amarillo
sobre los niveles proteicos de Nrf2 usado tanto solo como en combinacidn con el
luzindol (p < 0.001) en comparacién con la bajada en los niveles de Nrf2 que se
produjo al tratar a las células Unicamente con el antagonista no selectivo de los
receptores de melatonina (luzindol) (p < 0.01) (Figura 44). Estos hallazgos
sugirieron que el aumento de la secrecién de melatonina provocado por el filtro
amarillo puede favorecer la expresidén proteica de Nrf2, principalmente a través

de la activacion del receptor de melatonina MTa.

12.6.EFecTO DEL FILTRO AMARILLO EN LA ACTIVIDAD DE LA SOD DE LAS CELULAS HLE-B3

EXPUESTAS A Luz LED BLANCA

Dado que la proteina Nrf2 puede promover la expresion de la enzima
antioxidante SOD, se estudid la actividad de dicha enzima en las células HLE-B3

sometidas a las distintas condiciones de iluminacién (Figura 45).
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Figura 45. Actividad de la SOD en células HLE-B3 expuestas a diferentes condiciones de luz.

Histograma representando la actividad de la enzima SOD (U/mL) en los lisados de las células expuestas a dos
horas de oscuridad, luz LED blanca o luz LED blanca con filtro amarillo sin y con antagonistas de los
receptores de melatonina (luzindol y 4-P-PDOT, ambos 100 uM). Los datos muestran la media + desviacion
estandar. * p < 0.05 frente a las condiciones de oscuridad, (n=3).
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En consonancia con los resultados de los valores proteicos de Nrf2,
previamente comentados, se determind un incremento estadisticamente
significativo de la actividad de la SOD (p < 0.05) en presencia del filtro amarillo
(Figura 45). Los antagonistas de los receptores de la melatonina (luzindol y 4-P-
PDOT) impidieron la subida de la actividad de la SOD (Figura 45). Por tanto, la
liberacién de melatonina debida al filtro amarillo esta involucrada tanto en la
regulacién de la expresidn proteica del factor de transcripciéon Nrf2 como en la

activacidon de enzimas antioxidantes como la SOD.
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13. EFECTO DEL FILTRO AMARILLO EN UN MODELO ANIMAL
DE CATARATA DIABETICA

13.1.DESARROLLO DEL MODELO ANIMAL DE CATARATA DIABETICA

13.1.1. Determinacion de los Niveles de Glucosa en el Modelo Animal
Diabético

Como ya mencionamos en el apartado de Material y Métodos, se midieron los
niveles de glucosa de los conejos una vez a la semana en los animales cuya
diabetes habia sido inducida mediante una inyecciéon de aloxano. También se
registré la glucosa de los conejos del grupo control el primer dia de toma de las
medidas. Concretamente, se comenzé a medir con un glucédmetro Ila
concentracion de glucosa en sangre tras la primera semana desde la inyeccidn
del inductor de la diabetes, justo al observar unos altos niveles de glucosa en la
orina de los animales diabéticos (evaluados mediante tiras colorimétricas). Los
valores medios obtenidos se muestran en la Figura 46. Mientras los conejos
control presentaron valores de 117 + 11.84 de glucosa, la concentracién de ésta

se elevé hasta 482.80 + 72.06 en los conejos diabéticos.
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Figura 46. Comparacion de los niveles de glucosa en sangre entre conejos control y conejos con diabetes
inducida experimentalmente por inyeccion de aloxano.
Los valores se muestran como la media + la desviacion estdandar. **** p < 0.0001.



13.1.2. Evaluacion del Desarrollo de Cataratas en el Modelo Animal
Diabético

Los cristalinos de los conejos fueron evaluados mediante observacién a través

de la ldmpara de hendidura o biomicroscopio. Se realizé6 una primera toma de

imagenes a la semana de la inyeccion con aloxano (indicado como “antes” en la

Figura 47) y las fotografias adicionales tras 13 semanas (indicado como

“después” en la Figura 47). Asimismo, transcurridas 15 semanas, se fotografiaron

los cristalinos enucleados sobre un papel milimetrado (Figura 47).
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Figura 47. Fotografias del cristalino de los conejos control y diabéticos.

Se muestran imdgenes representativas del cristalino de los conejos control y diabéticos transcurridas 1
semana desde la inyeccion de aloxano (“antes”) y 13 semanas (“después”). A) Seccién dptica del cristalino
tomada mediante iluminacion directa. B) Imdgenes de las opacidades del cristalino captadas mediante
retroiluminacion indirecta. C) Fotografias del cristalino enucleado post-mortem.

En las primeras imdagenes (Figura 47A) se enfocé el epitelio del cristalino de
los conejos a través de una seccidn dptica con iluminacion directa, observando la
nitidez y transparencia de la lente tanto en los conejos control como en los
animales con diabetes inducida tras una semana desde la inyeccién de aloxano.
En las fotografias tomadas con el biomicroscopio en la Figura 47B se aprecié un
gran cambio entre los cristalinos de ambos conejos. Las dos imdagenes fueron
captadas en condiciones de retroiluminacion ya que permitia observar mejor la

totalidad del estado del cristalino, distinguiendo claramente opacidades en el
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cristalino de los conejos diabéticos a diferencia de aquellos sin la patologia.
Finalmente, en la Figura 47C se pudo observar que el cristalino de los conejos
control mantiene una mayor transparencia y tamafo en comparacion con el
cristalino del conejo diabético, confirmando el proceso de cataratogénesis

provocado por la hiperglucemia inducida.

13.1.3. Medida del Peso en el Modelo Animal Diabético

Se analizo el peso de los conejos a lo largo de las semanas de experimentacion
(Figura 48), incluyéndose en el seguimiento a los conejos control, conejos
diabéticos asi como los conejos diabéticos que permanecian en presencia de un
filtro amarillo. Su peso fue en aumento a lo largo del tiempo a medida que
crecian. Se encontraron cambios estadisticamente significativos al comparar el
grupo control con el grupo con diabetes inducida mediante inyeccién de aloxano

(p <0.01), detectdandose una disminucidn del peso en éstos ultimos (Figura 48).

5= *%
11T \
~~
[@)]
X 31 -I-
?
o 21
Qo
1-
0
(\“o\ A (o
o 20 SN (O
< O\'a‘ 0-\?)‘0 X(/\\\.‘

Figura 48. Determinacion del peso en los animales de experimentacion.

Histograma representando el peso medio de los conejos registrado durante el desarrollo del modelo animal
diabético. Existen diferencias estadisticamente significativas entre el grupo control y el grupo diabético,
cuyos conejos perdieron peso. ** p < 0.01, (n = 24).



13.1.4. Efecto del Filtro Amarillo en la Refraccion del Modelo Animal con
Catarata Diabética

Se les realizd6 un examen refractivo objetivo a los conejos usados como
modelo experimental (Figura 49). Se estudiaron el grupo control, el grupo con
diabetes inducida y el grupo con diabetes inducida que permanecia en presencia
de un filtro amarillo. Se buscé neutralizar el movimiento de las sombras pupilares
con las reglas de esquiascopia tras iluminar los ojos mediante el retinoscopio, se
anotaron los resultados teniendo en cuenta la distancia del brazo del examinador

(0.66 cm).

Rx (D)

Figura 49. Refraccién de los animales experimentales.
Se realizo retinoscopia con reglas de esquiascopia en los diferentes grupos de animales. Se muestra la media
+ la desviacion tipica, (n = 4).

El resultado del defecto refractivo obtenido se recoge en el histograma de la Figura
49. Todos los conejos dieron valores hipermetréopicos y no hubo diferencias
estadisticamente significativas entre los diferentes grupos, si bien los animales con
valores de glucosa alterados y tratados con filtro amarillo presentaron valores algo mas

altos de hipermetropia.
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13.2.NIVELES DE MELATONINA EN UN MODELO ANIMAL DE CATARATA DIABETICA

Se analizé la concentracién de melatonina en el humor acuoso del modelo
animal con diabetes inducida comparandolo con animales no tratados (control)
asi como con conejos diabéticos ubicados en una caja con un filtro amarillo que
recubria las jaulas, todos ellos expuestos a 12 horas de luz y 12 horas de

oscuridad (Figura 50).
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Figura 50. Concentracion de melatonina en el humor acuoso del modelo animal de catarata diabética.
Mediante ELISA se midid la concentracion de melatonina en el humor acuoso de conejos control y con
diabetes inducida sin y con filtro amarillo. Los valores se expresan como la media + SD. * p< 0.05, (n = 12).

Como se puede observar en la Figura 50, la concentracién de melatonina fue
significativamente menor en los conejos diabéticos (5.817 * 3.05 ng/mL), tanto al
compararlo con el grupo de animales control (12.94 + 9.17 ng/mL) como con el
grupo que habian permanecido bajo el filtro amarillo (14.04 + 10.21 ng/mL) (p <
0.05). Estos resultados sefialan la importancia del filtro amarillo en la modulacién

de la concentracion ocular de melatonina.



13.3.MODULACION DE LAS ENzIMAS BIOSINTETICAS DE LA MELATONINA IMEDIANTE EL
FILTRO AMARILLO EN LOS CRISTALINOS DEL MODELO ANIMAL CON CATARATA

DIABETICA

Teniendo en cuenta el incremento detectado en la concentracién de
melatonina en los humores acuosos de los conejos diabéticos expuestos al filtro
amarillo, se cuantificd la expresidn proteica de las enzimas involucradas en la
sintesis de la melatonina en los cristalinos de los conejos previamente lisados
tras la enucleacion y extraccién de la lente. Las muestras analizadas
correspondian a animales control, diabéticos (ambos expuestos a ciclos de 12
horas de luz y 12 horas de oscuridad) y animales que ademas de haberles
provocado la diabetes estuvieron expuestos a la luz en una caja con un filtro
amarillo. Los niveles proteicos de AANAT, HIOMT y pAANAT fueron evaluados

mediante western blot (Figura 51).
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Figura 51. Expresion proteica de las enzimas AANAT, HIOMT y pAANAT en los cristalinos de los conejos.
Andlisis de inmunotransferencia de los cristalinos de los conejos control y conejos con diabetes inducida sin y
con la interposicion de un filtro amarillo. Se utilizé el GAPDH como control de carga. A) Imdgenes
representativas de las bandas proteicas obtenidas tras el revelado fotogrdfico. B) Representacion de los
niveles proteicos relativos de AANAT. C) Histograma de los niveles proteicos relativos de HIOMT. D) Grdfica
de los valores proteicos relativos de la forma fosforilada de AANAT. Se ha representado la media +
desviacion estdndar de los porcentajes normalizados considerando como el 100% los valores obtenidos de
los cristalinos control. * p < 0.05, ** p <0.01.
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Se observd una disminucion en los niveles proteicos de las enzimas
involucradas en la sintesis de melatonina en el caso de los cristalinos de los
conejos con diabetes inducida experimentalmente (Figura 51). Concretamente,
en el caso de AANAT y HIOMT se produjo una reduccion del 67% y 76% (p <
0.01), respectivamente, y para AANAT fosforilado se encontré una expresion
proteica un 59% menor (p < 0.05) en comparacién con sus correspondientes
controles (Figura 51). En cambio, en los conejos diabéticos expuestos al filtro
amarillo, la disminucién en la expresién proteica de estas enzimas fue
claramente inferior: 17% para AANAT, 25% para HIOMT y en el caso de pAANAT
la reduccién detectada fue del 13%. Estos hallazgos corroboraron la relacion
entre el descenso en la expresidon proteica de las enzimas responsables de la
sintesis de melatonina y los inferiores niveles de esta neurohormona hallados en
los conejos diabéticos y pusieron de manifiesto la capacidad del filtro amarillo de
mantener los niveles proteicos de estas enzimas en valores mas préximos al

control.

13.4.REGULACION DE LOS NIVELES DE LAS PROTEINAS NRF2 Y SOD MEDIANTE EL FILTRO

AMARILLO EN LOS CRISTALINOS DEL MODELO ANIMAL DE CATARATA DIABETICA

Se evalud también la expresidn de la proteina Nrf2 mediante western blot en
los lisados de los cristalinos de los animales de los grupos control, diabético
(inducidos con una inyeccion de aloxano) y animales diabéticos que

permanecieron bajo una caja con un filtro amarillo (Figura 52).
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Figura 52. Niveles de la proteina Nrf2 en los cristalinos de los conejos.

Se realizaron estudios de inmunotransferencia con el anticuerpo anti-Nrf2 de las muestras de cristalinos
lisados de conejos control, diabéticos y diabéticos bajo un filtro amarillo. Como control de carga se uso
GAPDH. La grdfica representa la media + SD de los niveles relativos de la proteina Nrf2 expresados en
porcentajes normalizados considerando el 100% los valores proteicos de los animales control. * p < 0.05, (n =
3).

Se determind una disminucion estadisticamente significativa de la expresion
de la proteina Nrf2 en los cristalinos de los conejos con diabetes inducida en
comparacion con los animales control, concretamente se produjo una
disminucion del 54% (p < 0.05) (Figura 52). En el caso de las muestras de los
animales diabéticos bajo el filtro amarillo, se mantuvieron unos niveles proteicos
de Nrf2 similares a los del control siendo ligeramente superiores a éstos vy
significativamente superiores a los niveles presentes en los conejos con diabetes
inducida experimentalmente (p < 0.05) (Figura 52). Por tanto, el uso del filtro

amarillo evité la reduccién de la expresidn proteica de Nrf2 en los cristalinos de

los conejos diabéticos.

La expresidn proteica de la enzima antioxidante SOD también se analizd
mediante estudios de inmunotransferencia en las mismas muestras de los

cristalinos de conejo (Figura 53).

138



RESULTADOS

SOD (17kDa) [ - E—
GAPDH (37kD2) e
*
1251 *
3
2,\3 100 1
T
@ 8 75
§ 2 50
o
e T
25+
0
N X 0
«© e 0% O
) A\ Pk
o) O \ \\
< OV oY,

Figura 53. Niveles de la proteina SOD en los cristalinos del modelo animal de experimentacion.

Bandas representativas resultantes de los estudios de western blot de los lisados de cristalinos de conejos
control, diabéticos y diabéticos con filtro amarillo. Se utilizé el GAPDH como control de carga. El histograma
representa la media + SD de los niveles relativos de la proteina SOD expresados en porcentajes normalizados
considerando el 100% los valores proteicos de los animales control. * p < 0.05, (n = 3).

Al igual que para la expresidn de la proteina Nrf2, al estudiar los niveles
proteicos de SOD se observd una disminuciéon en sus niveles en el grupo de
conejos diabéticos. Asi, los cristalinos de los conejos diabéticos experimentaron
una reduccidn significativa de alrededor del 72% de la expresidon proteica de SOD
en comparacién con el grupo control (p < 0.05) (Figura 53). Nuevamente, se
observd también la misma tendencia que para Nrf2 en el grupo que estuvo
expuesto al filtro amarillo, manteniéndose una expresiéon proteica de SOD
bastante semejante al control, siendo solo algo ligeramente inferior a éste.
Existi6 en cambio una diferencia estadisticamente significativa en los niveles
proteicos de SOD entre los animales con diabetes inducida sin y con exposicién al

filtro amarillo (p < 0.05) (Figura 53).
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13.5.EFECTO DEL FILTRO AMARILLO EN LA ACTIVIDAD DE LA SOD DE LOS CRISTALINOS DEL

MODELO ANIMAL CON CATARATA DIABETICA

Ademas de medir los niveles de la proteina SOD en los cristalinos lisados, se
estudio también el nivel de su actividad en esas muestras (Figura 54). Se observd
la misma tendencia que en el ensayo de western blot, reduciéndose la actividad
de SOD en los conejos con diabetes inducida mediante la inyeccién de aloxano
en comparaciéon con los conejos control (p < 0.05) (Figura 54). De nuevo, al
interponer un filtro amarillo esta actividad permanecié en valores cercanos a los
de los conejos control, confirmando que el uso del filtro amarillo evitdé la
disminucion de la expresion y actividad de la superdxido dismutasa hallada en los

animales diabéticos.
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Figura 54. Actividad de la superéxido dismutasa en los cristalinos del modelo animal de experimentacion.
Histograma representando la actividad de la enzima SOD (U/mL) en los cristalinos lisados de conejos control
y conejos con diabetes inducida sin y con filtro amarillo. Los datos muestran la media * desviacion estdndar.
*p <0.05, (n=3).
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14. EFECTO DEL FILTRO AMARILLO EN LA PRESION
INTRAOCULAR

14.1.EFecTO DEL FILTRO AMARILLO EN LA PRESION INTRAOCULAR EN UN MODELO ANIMAL

Ademas de analizar el efecto protector del filtro amarillo sobre el cristalino
tanto in vitro como in vivo, también se estudio el efecto del filtro amarillo sobre

la presidn intraocular en un modelo de conejo normotenso.

Se detectd una significativa reduccion de la IOP en los conejos que
permanecieron bajo el filtro amarillo, que fue mds acusada transcurridas tres
semanas respecto a los conejos control (Figura 55). En ese momento, la presién
intraocular disminuyd hasta un 43.8 + 7.8% (p < 0.0001) comparado con el
control (Figura 55). Después de cuatro semanas, se retiré el filtro amarillo,
dejando a los conejos con filtro en las mismas condiciones que los conejos
control, bajo ciclos de 12 horas de luz y oscuridad. Se observé entonces una
recuperacién progresiva de los valores de la IOP alcanzando valores similares al

control tras cuatro semanas de recuperacién (Figura 55).
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Figura 55. Efecto del filtro amarillo en la presion intraocular de los conejos.

Evolucion semanal de la IOP en conejos bajo un filtro amarillo durante 4 semanas seguido de un tiempo de
recuperacion de otras 4 semanas en las condiciones control con ciclos de 12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad. Se normalizaron las medidas tomando como el 100% de presion intraocular los valores obtenidos
antes de empezar los experimentos siendo estos 8.70 + 1.30 mm Hg. Los datos estdn representados como
medias + SEM (***p < 0.0001, n = 6).



El efecto reductor del filtro amarillo sobre la IOP se revirti6 30 minutos
después de la aplicacion tépica de una mezcla de 4-P-PDOT vy luzindol,
antagonistas de los receptores de melatonina selectivo de MT; y no selectivo,
respectivamente (Figura 56). Este resultado indica la implicacion de los
receptores de melatonina en el efecto hipotensor observado con el uso del filtro

amarillo.
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Figura 56. Efecto de la instilacion de los antagonistas de receptores de melatonina (luzindol + 4-P-PDOT)
en conejos cubiertos con un filtro amarillo durante tres semanas comparados con el control.

La reduccion de IOP producida por el filtro amarillo se revirtio completamente a los 30 minutos de haber
aplicado topicamente los antagonistas de los receptores de melatonina.

Ademas, se utilizé un antagonista selectivo de la melanopsina (AA92593) en
los conejos control, con el fin de mimetizar farmacoldgicamente el bloqueo que
puede ejercer el filtro amarillo sobre la activacidon de este fotopigmento (Figura
57). Transcurridas dos horas desde la aplicacion de una Unica dosis del
antagonista de la melanopsina, se aprecié una disminucién de la presion
intraocular del 32.7 £ 15.0% (Figura 57), detectdndose por tanto una tendencia
analoga a la observada en los conejos con filtro amarillo después de tres

seémanas.
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Figura 57. Efecto del antagonista de la melanopsina AA92593 sobre la presion intraocular de los conejos.

El antagonista de la melanopsina, AA92593 (100 uM), redujo la IOP tras 2 horas de su instilacion tdpica.
**%p <0.0001, (n =6).

14.2.EFecTO DEL FILTRO AMARILLO EN LOS NIVELES DE IMELATONINA EN UN MODELO

ANIMAL NORMOTENSO

Considerando nuestros hallazgos previos en los estudios con el filtro amarillo
aplicado a animales diabéticos, asi como los resultados anteriormente descritos
para los antagonistas de receptores de melatonina y el antagonista de la
melanopsina, los cambios en la presidn intraocular de los conejos producidos por
el filtro amarillo debian ser consecuencia del aumento en la concentracion de
melatonina endégena inducido por la exposicidn al filtro amarillo. Para confirmar
este punto, se cuantificaron los niveles de esta neurohormona en el humor

acuoso de los conejos mediante HPLC (Figura 58).
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Figura 58. Concentracion de melatonina en el humor acuoso de conejos control y expuestos a filtro
amarillo.

Determinacion por HPLC de los niveles de melatonina en el humor acuoso de los animales control y aquellos
que estuvieron bajo un filtro amarillo durante las cuatro primeras semanas. Se muestran los valores como la
media + SEM (*** p < 0.001, n=6).
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Los animales del grupo control mostraron inicialmente valores de melatonina
de 16.50 + 2.50 ng/mL, los cudles se mantuvieron muy estables durante las ocho
semanas de experimentacién y cuyo valor mas alto fue de 17.14 + 5.30 ng/mL
durante la ultima semana (Figura 58). En cambio, en los conejos que
permanecieron durante las cuatro primeras semanas bajo un filtro amarillo,
aumentaron drasticamente los niveles de la neurohormona, aprecidndose
diferencias estadisticamente significativas desde la primera semana. Asi, la
concentracién de melatonina pasoé de ser inicialmente de 16.33 + 4.50 ng/mL a
aumentar hasta un valor de 39.04 + 5.56 ng/mL durante la tercera semana en
presencia del filtro (p < 0.001) (Figura 58).

Estos valores disminuyeron progresivamente cuando se les quitd el filtro
amarillo a los conejos después de cuatro semanas con él, retornado a la octava
semana a un valor de 16.80 + 4.55 ng/mL, concentracion de melatonina similar a
la medida inicialmente en ambos grupos de conejos (Figura 58).

En conjunto, los resultados obtenidos revelaron la capacidad del filtro amarillo
de antagonizar la accion de la melanopsina, incrementando la concentracion
enddgena de melatonina, la cual ejerce un efecto hipotensor a través de la

estimulacion de receptores de melatonina.
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DISCUSION

1. EFECTO DE LA MELATONINA FRENTE AL ESTRES OXIDATIVO
EN EL CRISTALINO

En la presente tesis doctoral se analizaron los mecanismos que acontecen tras
la exposicidn a estrés oxidativo en las células epiteliales del cristalino, al ser dicho
estrés un factor clave para la formacidn de cataratas implicado en la

degeneracion de las células del cristalino.

Se utilizaron dos modelos de induccién de estrés oxidativo, uno mas clasico
generado mediante el tratamiento con perdxido de hidrégeno y otro mas
novedoso basado en la exposicion a luz LED blanca. En nuestro actual estilo de
vida la luz blanca de tipo LED ha ido adquiriendo una importancia creciente
siendo ampliamente empleada en diversos dispositivos electronicos y también,
cada vez mas frecuentemente, para la iluminacién general a nivel doméstico.
Diversas investigaciones previas sugirieron que esta luz LED blanca, caracterizada
por un intenso componente de luz azul (longitudes de onda corta en el visible),
podria inducir reacciones de fotosensibilizacion favoreciendo el dafio
fotoxidativo en el cristalino y el desarrollo de cataratas (Song et al., 2020; Wang
et al., 2020; Xie et al., 2014). Por tanto, con el fin de verificar estos hallazgos
previos, y profundizar en los mecanismos patolégicos implicados se seleccioné la

exposicidon a luz LED blanca como potencial agente inductor de estrés oxidativo.

En consonancia con un trabajo previo de Bai y colaboradores (Bai et al., 2013)
analizando el efecto del H,0, como inductor de estrés oxidativo en células del
cristalino, en nuestros estudios detectamos una reduccion de la viabilidad celular
en células del epitelio del cristalino humano sometidas a tratamiento con H;0..
Asimismo, observamos un significativo incremento en la produccion de ROS
junto con un descenso en viabilidad celular en las células HLE-B3 expuestas a luz
LED blanca. Como era esperable, el incremento en la concentracion de ROS
inducida por la luz LED blanca parece ser principalmente debido a la contribucién
de la luz azul (luz de longitud de onda corta). El incremento en la produccién de
ROS tras la exposicidon a luz LED blanca es probablemente resultado de
reacciones de fotosensibilizaciéon. En el cristalino se han identificado varios

cromoéforos enddgenos que pueden funcionar como fotosensibilizadores



produciendo cambios quimicos en otras moléculas. La transferencia de energia
del estado excitado de un fotosensibilizador al oxigeno genera oxigeno singlete
(fotorreacciones tipo Il), o el estado excitado de un fotosensibilizador reacciona
con otras biomoléculas generando especies de radicales libres que luego pueden
reaccionar con oxigeno para formar otros ROS (fotorreacciones de tipo 1). Los
fotosensibilizadores en el cristalino incluyen riboflavina, croméforos derivados
del triptéfano no unidos o unidos a proteinas, productos finales de glicacion
avanzada (AGE), asi como productos de degradacién de la glucosa (Anbaraki et

al., 2016; Avila et al., 2015).

Las especies reactivas de oxigeno generadas en reacciones
fotosensibilizadoras pueden resultar letales para las células del cristalino al
inducir efectos como la inactivacion de enzimas y proteinas, peroxidacién de
lipidos o dafio del ADN (Behar-Cohen et al.,, 2011; Cadet et al.,, 2010).
Particularmente, en las células epiteliales del cristalino, se ha establecido una
relacién directa entre la produccion de ROS inducida por la radiacién de luz LED
blanca y la muerte celular de tipo apoptosis, encontrdndose una mayor
expresion de la proteina proapoptética Bax y niveles mas bajos de la proteina

antiapoptotica Bcl-2 (Song et al., 2020).

Nuestros estudios sobre los efectos de la luz LED blanca estan en
concordancia con otro estudio realizado empleando una linea celular epitelial de
cristalino humano diferente (células SRAO1 / 04) donde también se determind
una mayor generacion de ROS intracelular y una disminucion de la viabilidad

celular (Song et al., 2020; Xie et al., 2014).

Estos resultados sugieren la importancia de considerar el exceso de exposicidon
a la luz LED blanca como un factor que podria incrementar la vulnerabilidad del
cristalino y su susceptibilidad al desarrollo de cataratas, especialmente en
personas diabéticas o con una edad mas avanzada cuya predisposicién a la

aparicion de las cataratas es mayor.

A continuacidén, centramos nuestros estudios en la potencial accion protectora

de la melatonina frente al estrés oxidativo inducido. Por ello, en primer lugar,
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evaluamos la ausencia de efectos citotoxicos derivados de la exposicion a
melatonina sola en las células HLE-B3. En este mismo sentido, la seguridad de la
aplicacion exdgena de esta neurohormona ha sido documentada en distintos

articulos de investigaciéon (Almond et al., 2021; Mantle et al., 2020).

El pretratamiento con melatonina confirié una significativa proteccion frente
al dafio celular inducido por ROS tras el tratamiento con H,0; o la exposicion a
luz LED blanca. En esta misma linea, existen diferentes modelos experimentales
de cataratas (catarata inducida por selenito, por radiacion y catarata inducida
por luz ultravioleta) en los que se ha comprobado la capacidad de la melatonina
de mitigar el estrés oxidativo observado (Bardak et al., 2000; Shirazi et al., 2011;

Yagci et al., 2006).

El mecanismo de accién molecular de la melatonina es complejo. La
melatonina puede funcionar como un eliminador (“scavenger”) directo de
radicales libres y también de manera indirecta mediante la modulacién de la
expresion de elementos de respuesta al estrés oxidativo. Teniendo en cuenta
que el pretratamiento con melatonina fue necesario para observar su accién
protectora, estas otras actividades antioxidantes indirectas parecen ser cruciales
para explicar su mecanismo de accién. Entre estas otras acciones indirectas,
fundamentales para atenuar la produccion de ROS y preservar la viabilidad
celular de las células HLE-B3, podria estar la regulacién del sistema celular de

defensa antioxidante inducible Nrf2.

Nrf2 actia como factor de transcripcidén regulando la expresién de multiples
genes de enzimas antioxidantes y es considerado como un importante
mecanismo compensatorio capaz de afrontar el estrés oxidativo en diferentes
tipos celulares. Se ha demostrado que la sobreexpresion de Nrf2 en células
epiteliales de cristalino contrarresta el acimulo de ROS celular, suprime el estrés
del reticulo endoplasmico y evita la pérdida de viabilidad celular inducida por
H,0, (Ma et al., 2018). En las células del cristalino no se ha confirmado el efecto
protector directo que tiene el Nrf2 ante el estrés fotooxidativo provocado por la
luz LED, pero, si que se ha confirmado en células de la retina, como los

fotorreceptores o las células del epitelio pigmentario de la retina (Catanzaro et



al., 2020; Chen et al., 2017; Inoue et al., 2017; Nagar et al., 2017; Takayama et
al., 2016). Ademas, ratones knockout para Nrf2 son extremadamente vulnerables
al dafo oxidativo inducido por luz y el empleo de radiacion luminica en estos
ratones durante tres horas permitio el establecimiento de un modelo murino de

degeneracion macular atrdéfica asociada a la edad (Wang et al., 2019).

Nuestros resultados mostraron como el pretratamiento con melatonina en las
células epiteliales del cristalino humano expuestas a estrés oxidativo indujo un
incremento en la produccion de la proteina Nrf2 asi como en la actividad de la
enzima antioxidante SOD. De modo analogo, un aumento en la actividad de SOD
fue detectado en los cristalinos de ratas a las que se les habian inducido
cataratas mediante selenito y luz ultravioleta tratadas con melatonina (Anwar &
Moustafa, 2001; Yagci et al., 2006). La adicién del antagonista especifico de los
receptores de melatonina MT, (4-P-PDOT) disminuyd el aumento en los niveles
de Nrf2 y la actividad de SOD desencadenada por la melatonina. Estos resultados
apuntan a que la estimulacién de los receptores de melatonina participa en la

regulacion de la expresién proteica de Nrf2.

Dado el interés de Nrf2 como mecanismo de defensa frente al estrés
oxidativo, existe una atencién creciente en la identificacién de nuevos enfoques
terapéuticos capaces de inducir la activacién de Nrf2 en el cristalino con el fin de
retrasar la progresiéon de la catarata. En este sentido, nuestros resultados
revelaron que la aplicacién de melatonina exdgena podria representar un

farmaco util a considerar.

Por otra parte, dentro de otras posibles acciones indirectas mediadas por la
melatonina que pueden tener efectos beneficiosos para proteger a las células del
epitelio del cristalino humano del dafio oxidativo, previniendo la aparicion de

cataratas, podria estar la modulacidn de la activacién del inflamasoma NLRP3.

La activacion del inflamasoma NLRP3 ha sido considerada como un
mecanismo implicado en el desarrollo de cataratas en modelos murinos
(Marneros, 2016; Wang et al., 2020) y se ha demostrado que la produccién de

ROS, inducida por distintos agentes oxidantes, puede estimular la activacion del
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inflamasoma NLRP3 (Kelley et al., 2019; Rubartelli et al.,, 2011; Zheng et al,,
2015). Tras su activacién, el inflamasoma NLRP3 promueve la activacién de la
caspasa-1 y ésta a su vez induce el procesamiento de citoquinas pro-
inflamatorias como la IL-13, dando lugar a la aparicién de eventos inflamatorios

incluyendo muerte celular de tipo inflamatorio (piroptosis).

En nuestros experimentos, tras la exposicidn a los agentes estresores H,0, y
luz LED blanca se detecté un aumento de los niveles de la proteina NLRP3 asi
como niveles mas altos de caspasa-1 e IL-1B con respecto a las células control no
tratadas. Otros estudios encontraron también un incremento en la expresion de
NLRP3 en células epiteliales de cristalino expuestas H,02 (Zou et al., 2020) asi
como una regulacion al alza de los niveles proteicos de caspasa-1 en cristalinos
de rata y en células del cristalino humano irradiados con luz azul de longitud de
onda corta y luz UVB respectivamente, relacionandose el aumento de caspasa-1
con fendmenos de piroptosis (Sun et al., 2020; Wang et al., 2020). Esta muerte
celular de tipo inflamatorio o piroptosis, diferente a los procesos apoptdticos
antes mencionados, se ha propuesto como un nuevo mecanismo implicado en la

formacién de cataratas (Jin et al., 2018).

El pretratamiento con melatonina aminord la activacion del inflamasoma
NLRP3 originada por los agentes estresores, H,0; y luz LED blanca, reduciendo
los niveles proteicos de los distintos componentes del inflamasoma (NLRP3,
caspasa-1 e IL-1B) en las células epiteliales del cristalino. Por tanto, resulta
plausible pensar que esta neurohormona podria mitigar el fendmeno de

piroptosis contribuyendo a preservar la supervivencia de las células del cristalino.

Como ya se comentd en la introduccidn, las cataratas son la principal causa de
ceguera reversible en el mundo y su prevalencia se situa en un 47.8% entre la
poblacién de mds de 50 aiios. En el futuro, es de esperar que el aumento de la
esperanza de vida y el consiguiente mayor envejecimiento de la poblacién
mundial repercutira directamente en el aumento de la tasa de personas
afectadas con opacidades en el cristalino. Ademas, el uso excesivo de nuevas
tecnologias, que exponen al cristalino a una cantidad de luz LED superior, lleva a

plantear si esta radiacion influira en un posible incremento en la incidencia de las



cataratas, particularmente, en sujetos con un cristalino ya comprometido como
personas de edad avanzada o pacientes diabéticos. La cirugia de cataratas,
principal tratamiento para esta patologia, no esta exenta de la aparicion de
posibles complicaciones como la opacificacidon de la capsula posterior, el edema

corneal o el aumento de la presién intraocular, entre otros.

En este contexto, la identificacién de nuevos enfoques terapéuticos para esta
patologia es de vital interés. Nuestros resultados sobre la aplicacidon exégena de
melatonina sugieren que ésta neurohormona podria constituir una estrategia
prometedora para la prevencién y el tratamiento de las cataratas, ya que
combina su capacidad para activar la via Nrf2, aumentando la expresion de
enzimas antioxidantes, junto con su accién inhibitoria sobre la activacion del
inflamasoma NLRP3. Estas propiedades de la melatonina permitirian
contrarrestar el estrés oxidativo asi como la inflamacién y la muerte celular

asociada al progreso y formacidn de las cataratas.

Por otro lado, analizamos también el efecto de la aplicacion exdgena de
melatonina en la EMT desencadenada por estrés oxidativo inducido por H,0, la
cual esta involucrada en el desarrollo de cataratas fibréticas como las que (J. Li et
al., 2019) resultan al producirse opacificacién capsular posterior (Joseph et al.,
2019; Mamuya et al., 2014). Este proceso de EMT también ha sido evidenciado
en cataratas diabéticas (Wu et al., 2020; Zhang et al., 2017).

De acuerdo con los hallazgos previos, en nuestros experimentos con las
células HLE-B3 también se observé como el H,O, promovié la transicidon epitelio
mesénquima al disminuir la expresidon proteica de marcadores epiteliales tales
como E-cadherina, Z0O-1 y ocludina e incrementar los niveles proteicos de
marcadores mesenquimales (Snail y N-cadherina). La aplicacion de melatonina
exdgena previno el proceso de EMT, preservando los niveles de proteicos de los
marcadores epiteliales y evitando el aumento de la expresién proteica de Snail y
N-cadherina. Este efecto de la melatonina estaba relacionado con la capacidad
de esta neurohormona de bloquear la activacion de la cascada de senalizacion de
JNK, cuya implicacion en la induccion de EMT por H,0; ha sido demostrada (J. Li

et al,, 2019).
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Estos resultados sugieren el potencial farmacolégico de la melatonina en la
prevencién/tratamiento de cataratas fibréticas debido a su efecto preventivo
frente a la transicion epitelio mesénquima. No obstante, seria necesario realizar
mas experimentos con modelos animales para comprobar la eficacia de la

melatonina como terapia alternativa en el manejo de la catarata fibrotica.



2. EFECTO DEL FILTRO AMARILLO EN EL CRISTALINO MEDIANTE
LA MODULACION DE MELATONINA ENDOGENA Y ESTUDIO
DE LOS NIVELES DE MELATONINA OCULAR EN CATARATAS

Considerando el efecto protector observado con la melatonina aplicada de
manera exdgena, se evalud el uso de filtros amarillos para inducir la liberacién
enddgena de melatonina al bloquear las longitudes de onda corta y se analiz6 el
posible efecto antioxidante y citoprotector del filtro tanto en estudios in vitro
como in vivo empleando un modelo experimental de catarata diabética.
Asimismo se evalud la concentracion de melatonina en el humor acuoso de
pacientes con cataratas (no diabética y diabética) y en animales de

experimentacién con catarata diabética.

Investigaciones previas ya habian demostrado la importancia del efecto
protector del filtro amarillo ante el estrés oxidativo provocado por la luz blanca
en las células de la retina (Kurihara et al., 2009; Narimatsu et al., 2015). Sin
embargo, hasta el momento no se habia evaluado el efecto del filtro amarillo
sobre las células del cristalino. En nuestros experimentos in vitro comprobamos
como la secrecion de la melatonina al igual que los niveles proteicos de las
enzimas involucradas en su sintesis (AANAT, pAANAT y HIOMT) fueron
modulados mediante la interposicién de un filtro amarillo. La exposicién a luz
LED blanca provocd una reduccién en la expresién proteica de las enzimas
responsables de la sintesis de la melatonina, asi como una disminucién en la
concentracion de melatonina y 6-hidroximelatonina en las células HLE-B3, que

fue claramente menos acusada en las células expuestas al filtro amarillo.

Ademas, el tratamiento con el filtro amarillo evité la acumulacion de ROS asi
como el descenso en viabilidad celular inducido por la exposicién a luz LED
blanca. Dos factores pueden ser los responsables de estos efectos. Por una parte,
el filtro amarillo puede bloquear las longitudes de onda corta (componente azul)
el cual ha sido asociado a dafio oxidativo en diferentes células oculares
(Narimatsu et al., 2015; Nufiez-Alvarez & Osborne, 2019; Xie et al., 2014). Por
otro lado, teniendo en cuenta que el filtro amarillo fue capaz de aumentar los

niveles de melatonina enddgena a través de la regulaciéon de la expresiéon
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proteica de las enzimas biosintéticas de melatonina, esta melatonina endégena
generada también podria contribuir de manera determinante a la defensa
antioxidante y la citoproteccidon observadas. En este sentido, se analizaron los
cambios proteicos en Nrf2, al ser la induccidn de su expresidén una de las acciones
antioxidantes indirectas que detectamos en el caso de la aplicaciéon de

melatonina exégena.

Un ligero incremento en Nrf2 fue detectado tras la exposicién a luz LED blanca
(resultado ya observado en nuestros experimentos previos), si bien éste no fue
estadisticamente significativo. Este aumento en la expresién de Nrf2 ha sido
también documentado tras estresar las células del cristalino durante tiempos
cortos de exposicidn con inductores cataratogénicos como el selenito de sodio y
la homocisteina, (Elanchezhian et al., 2012; Palsamy, Bidasee, et al., 2014a), asi
como en distintas células del ojo expuestas a luz (Chen et al., 2017; Sudrez-Barrio
et al., 2020). Por el contrario, al exponer a las células del cristalino a tiempos de
exposicidn mas largos con agentes cataratogénicos los niveles de la proteina Nrf2
disminuyeron (Elanchezhian et al., 2012; Palsamy, Bidasee, Ayaki, et al., 2014;
Palsamy, Bidasee, et al., 2014a, 2014b).

Al igual que con la aplicacion de melatonina exdgena, se observé un
significativo aumento en los niveles de la proteina Nrf2, asi como de la enzima
antioxidante SOD, en las células HLE-B3 expuestas a filtro amarillo. Este efecto
fue bloqueado al afiadir el antagonista selectivo de los receptores de melatonina
MT; (4-P-PDQT), indicando que la regulacién de la expresién de Nrf2 es mediada
por la estimulacidn de estos receptores por parte de la melatonina endégena

liberada.

Dado que un funcionamiento deficiente del sistema antioxidante Nrf2 puede
promover la formacién de cataratas, la identificacién de agentes inductores de
Nrf2 suscita gran interés. Entre estos agentes podria incluirse no solo la
melatonina exdgena, como ya comentamos, sino también el empleo de filtros

amarillos.



Con respecto a nuestros estudios analizando la concentracion de melatonina y
6-hidroximelatonina en el humor acuoso de pacientes con cataratas, se
determind un significativo descenso en la concentracion de melatonina y de 6-
hidroximelatonina en los humores de pacientes con cataratas tanto diabéticas
como no diabéticas frente a sujetos control con cristalino transparente.
Asimismo, se detectd también este descenso en la concentracidon de melatonina

en el humor acuoso del modelo animal de catarata diabética frente al control.

En base a la blisqueda bibliografica podemos decir que se trata de la primera
vez que se analiza la concentracidon de melatonina existente en el humor acuoso
de pacientes con cataratas. En otro estudio se examinaron los niveles de
melatonina existentes en la saliva de pacientes antes y después de ser operados
de cataratas, observandose un incremento de la neurohormona tras la cirugia
(Shenshen et al.,, 2016). Akdogan y colaboradores (Akdogan et al., 2013)
analizaron la orina de pacientes con cataratas seniles frente a pacientes control,
midiendo los niveles de un metabolito de la melatonina llamado 6-
sulfatoximelatonina utilizado como sustituto fiable para conocer los niveles de
melatonina en sangre. El resultado de ese estudio no fue estadisticamente
significativo pero si mostraba una tendencia comun con nuestros hallazgos,
detectandose una disminucién de melatonina en el caso de los pacientes con
cataratas (Akdogan et al., 2013). No obstante, nuestros resultados no son
completamente comparables a los de este estudio, ya que es conocido que la
melatonina presente en la sangre es producida por la glandula pineal (Lewy et
al., 1980) mientras que en nuestro estudio se examind la produccién ocular local

de melatonina.

Con la edad, la liberacion de melatonina por la glandula pineal tiende a
disminuir (Kunz et al., 1999; Reiter, 1994), aunque la influencia de la edad en la
produccién de melatonina genera cierta controversia. En un estudio con 253
sujetos de edad entre 21 y 82 afios se concluyé que la produccién de melatonina
era menor en gente de mas edad comparado con el grupo mas joven (constituido
por individuos de 20-35 afios) mientras que no se detectaron diferencias

significativas entre los 35 y los 80 afios (Kennaway et al., 1999). Por otra parte,
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Waldhauser y colaboradores (Waldhauser et al., 1988) analizaron muestras de
plasma de 367 sujetos, los cuales dividieron en 4 grupos en funcién de la edad
(20-35, 35-50, 50-70, y 70-90 aios) y encontraron diferencias significativas (p<
0.01) entre el grupo de personas de edad mas avanzada (70-90 afios) y los otros
grupos mas jovenes. Sin embargo, Kennaway y colaboradores (Kennaway et al.,
1999) en un andlisis posterior con esos mismos datos agrupandolos de diferente
manera, manteniendo un rango de edad de 15 afios igual para todos los grupos,
no observaron cambios significativos en los niveles de melatonina entre el grupo
mas joven (20-35 afios) y el formado por individuos entre 80-95 afios, asi como

tampoco entre los grupos de 35-50 afios y 65-80 afios (Kennaway et al., 1999).

Esta potencial dependencia con la edad podria darse también en la
produccién extrapineal de melatonina. En nuestro caso no habia diferencias
estadisticamente significativas entre las edades del grupo control respecto al
grupo con cataratas no diabéticas, por lo que los cambios en la concentracion de
melatonina parecen estar directamente relacionados con la patologia. Tampoco
existian diferencias significativas entre los pacientes con catarata no diabética y
catarata diabética (aunque estos ultimos presentan una reduccidn mayor en los
niveles de melatonina), mientras que si se encontraron diferencias significativas
entre pacientes diabéticos y sujetos control. No obstante, la menor
concentracion de melatonina encontrada en el humor acuoso del modelo animal
de catarata diabética sugiere la existencia de una correlacion directa entre la

deficiencia de melatonina y la patologia de catarata diabética.

En consonancia con el descenso en los niveles de melatonina hallado en el
humor acuoso de los animales y pacientes con catarata diabética, existen
diversos estudios que demuestran la existencia de concentraciones anormales de
melatonina plasmatica en modelos experimentales de diabetes y en pacientes
diabéticos. Asi, Frese y colaboradores (Frese et al., 2009), en ensayos realizados
con ratas diabéticas Goto-Kakizaki, encontraron una reduccidon en la sintesis de
melatonina nocturna debido a una disminucién en la concentracion de todos sus
precursores en la glandula pineal (Frese et al., 2009). Sakimura y colaboradores

(Sakimura et al., 2018) llevaron a cabo un estudio con un nuevo modelo animal



de diabetes mellitus de tipo 2, ratas obesas Torii que desarrollan
espontdneamente diabetes, y observaron que los ritmos circadianos
relacionados con la secrecion de melatonina en plasma eran anormales
(Sakimura et al., 2018). Este descenso en melatonina plasmatica también ha sido
detectado en pacientes con diabetes de tipo 2, especificamente se encontrd una
disminucion diurna de melatonina en el plasma (Peschke et al., 2006). Asimismo,
se han identificado niveles mas bajos de melatonina plasmatica nocturna en
sujetos con retinopatia diabética proliferativa en comparacién con sujetos sanos,
mientras que los diabéticos sin retinopatia proliferativa no presentaron
diferencias significativas con sujetos sanos (Hikichi et al., 2011). Por el contrario,
se detectaron niveles aumentados de melatonina en el humor acuoso de
pacientes con retinopatia diabética proliferativa, pero no en sujetos con
retinopatia no proliferativa (Aydin & Sahin, 2016). Esto podria explicarse en base
a los resultados de otro articulo de investigacion en el que observaron que en los
estadios mas graves de la retinopatia diabética se producia el dafo a las células
ganglionares de la retina que expresan melanopsina, justificando de esta forma

el aumento de melatonina en esos pacientes (Obara et al., 2017).

Por lo que respecta al producto de degradacién oxidativa de la melatonina, 6-
hidroximelatonina, también se encontraron niveles mas bajos de éste en
pacientes con cataratas no diabéticas y con cataratas diabéticas, lo que sugiere la
determinante contribucién de la supresion de la biosintesis de melatonina para
explicar la disminucion de la concentracién de melatonina en el humor acuoso.
En este sentido, la disminucién de los niveles de melatonina encontrada en los
animales diabéticos con cataratas se asocié con un deterioro en el mecanismo de
sintesis de melatonina, ya que se observd una reduccion en los niveles de las
enzimas AANAT, HIOMT y pAANAT en el cristalino de estos animales diabéticos
en comparacién con el control. La reduccidn de la sintesis de melatonina
identificada en el cristalino de los animales diabéticos se ha observado también
en la retina de ratas donde la diabetes se indujo por inyeccién de
estreptozotocina (do Carmo Buonfiglio et al., 2011). Junto con la disminucién de

la sintesis de melatonina se encontré una menor actividad de AANAT, siendo
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ambos procesos revertidos por tratamiento con insulina (do Carmo Buonfiglio et

al., 2011).

Un resultado fundamental de nuestros estudios fue el hallazgo sobre la
capacidad del filtro amarillo de restablecer los niveles de melatonina en el humor
acuoso de conejos diabéticos, los cuales permanecieron en valores similares al
control. Los ensayos de western blot revelaron que esta recuperacidon de los
niveles de melatonina estaba mediada por la capacidad del filtro amarillo de
evitar el drastico descenso en los niveles proteicos de las enzimas biosintéticas
de la melatonina (AANAT, pAANAT y HIOMT) observado en los cristalinos de los
conejos con catarata diabética. Dada la relevante funcidn antioxidante de la
melatonina en el cristalino, el mantenimiento de sus niveles endégenos puede
ser de gran importancia para atenuar procesos de estrés oxidativo asociados a la

progresién de la catarata diabética.

En este sentido, se observé una reduccion de la expresion proteica de Nrf2 y
en la expresion y actividad de SOD en el cristalino de los conejos con catarata
diabética. Como ya hemos indicado, la disminucion de la expresidn proteica de
Nrf2 es observable en células tratadas durante tiempos largos de incubacién con
agentes cataratogénicos. Asimismo, ha sido descrito un comportamiento
idéntico en la expresidon proteica de Nrf2 en cristalinos humanos envejecidos
(Gao et al., 2015) y en cristalinos con cataratas diabéticas (Palsamy et al., 2012).
Estos resultados son similares a los encontrados en nuestros experimentos.
Resulta de gran interés el hecho de que el filtro amarillo contrarresté las bajadas
de la expresidn proteica de Nrf2 y de la expresidn proteica y actividad de SOD,
manteniéndose sus niveles en valores cercanos a los correspondientes a las

muestras control.

El progreso de la opacificacidn del cristalino se relaciona con un déficit en su
capacidad antioxidante. El mantenimiento de la actividad de los factores y
enzimas antioxidantes contribuiria a retrasar la cataratogénesis. La modulacién
de la secrecion ocular de melatonina mediante el bloqueo de la luz por el filtro
amarillo, en lugar de aplicar esta neurohormona de forma exdgena, puede

representar un enfoque interesante para inducir la sintesis de melatonina



intraocular. Ello podria permitir restaurar la disminucién detectada en el humor
acuoso de los pacientes con cataratas, de forma inocua y no invasiva, mejorando
el sistema de defensa antioxidante intracelular para proteger al cristalino del

dafio oxidativo y retrasar la formacién de cataratas.

En sujetos con un mayor riesgo de desarrollo de cataratas, como personas de
edad avanzada o pacientes diabéticos, la exposicién acumulativa a luz LED
blanca, caracterizada por un alto contenido de luz de longitud de onda corta
relacionado con el dafo ocular y cada vez mas extendida en nuestro actual estilo
de vida, podria contribuir a la opacificacién prematura del cristalino. El uso de un
filtro amarillo y la consiguiente produccion de melatonina intraocular podrian ser
especialmente interesantes en estos sujetos para prevenir la formacidn

temprana de cataratas.

En definitiva, el filtro amarillo podria representar una interesante estrategia
terapéutica para la prevencion de cataratas debido a su capacidad de modular la

secrecion de melatonina endégena y sus efectos antioxidantes en el ojo.
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3. EFECTO DEL FILTRO AMARILLO EN LA PRESION
INTRAOCULAR

En esta tesis doctoral se analizé por primera vez el efecto que tiene el bloqueo
de las longitudes de onda corta de la luz visible, mediante la interposicion de un
filtro amarillo, sobre la presidn intraocular en conejos de Nueva Zelanda. A partir
de las dos semanas bajo el filtro amarillo ya se pudo observar cambios
significativos en la IOP de los conejos, detectandose una significativa reduccién
de la IOP. Ademas, al instilar en los conejos con filtro amarillo una mezcla de
antagonistas de los receptores de melatonina, luzindol y 4-P-PDOT, se revirtio el
efecto hipotensor, indicando la implicacién de los receptores de melatonina en el
descenso de la IOP observado. También se comprobd que mediante la instilacién
de un antagonista selectivo de la melanopsina era posible disminuir la IOP
llegando a niveles similares a los medidos en los conejos expuestos durante tres
semanas al filtro amarillo. Estos hallazgos indicaban que los cambios en la
presién intraocular de los conejos producidos por el filtro amarillo debian ser
consecuencia del aumento en la concentracion de melatonina enddgena
inducido por la exposicion al filtro amarillo, hecho que se confirmé al analizar la
concentracion de melatonina enddgena presente en el humor acuoso de los
conejos. En los conejos con filtro amarillo se determind un drastico incremento
en la concentracién de melatonina a las dos semanas de exposicion al filtro
amarillo. Por tanto, estos resultados confirmaron la capacidad del filtro amarillo
de bloquear la activacion de la melanopsina presente en el cristalino e
incrementar de esta forma la secrecién de la melatonina, probablemente a
través de la activacion de las enzimas biosintéticas de la melatonina (AANAT y

HIOMT).

No existen estudios previos evaluando la posibilidad de modular la IOP
mediante la regulaciéon de las condiciones luminicas. Los estudios mas
relacionados con el efecto hipotensor del uso de filtros amarillos corresponden a
Ichikawa y colaboradores (Ichikawa, 2014) donde se evaluaron los cambios en la
presién arterial y la duracién del suefio en pacientes sometidos a una cirugia de

cataratas con la implantacion de lentes intraoculares tintadas de amarillo. Tras



analizar los resultados, encontraron una disminucién significativa de la presion
arterial sistdlica y diastdlica un mes después de la operacidon en aquellos
pacientes a los que se le habia implantado la lente intraocular tintada de amarillo

(Ichikawa, 2014).

Los antagonistas de los receptores de melatonina bloquearon la bajada de IOP
inducida por el filtro amarillo, lo que subraya que el efecto hipotensivo era el
reflejo de la interaccién de la melatonina con sus receptores de membrana. El
efecto hipotensor de la melatonina ha sido demostrado en diferentes modelos
animales, normotensos e hipertensos (Martinez-Aguila et al., 2013; Martinez-
Aguila et al., 2016), y también en pacientes glaucomatosos (Pescosolido et al.,
2015). La accién hipotensora de esta neurohormona es mediada por la
estimulacion de receptores de melatonina localizados en las células epiteliales no
pigmentadas del cuerpo ciliar produciéndose un incremento de AMP ciclico y una
reduccion del flujo de cloro. La reduccién del flujo de este ion lleva finalmente a
la reduccién de la produccién de humor acuoso y la consiguiente disminucidn de
la IOP (Huete-Toral et al., 2015). Ademas, se ha demostrado que compuestos
analogos de la melatonina proporcionan una bajada sostenida de la IOP
mediante la regulacidn de la expresién génica de las células epiteliales ciliares no
pigmentadas y potencian la accion hipotensora de farmacos antiglaucomatosos
cldsicos como el timolol y la brimonidina (Crooke et al., 2011; Crooke et al., 2012,

2013).

La reduccion de la presién intraocular mediada por la melatonina enddgena,
liberada gracias a la aplicacién del filtro amarillo, abre la puerta a considerar una
via alternativa de intervencién terapéutica sin farmacos convencionales, pero
induciendo la secrecion de compuestos hipotensores mediante la regulacién de
las condiciones luminicas. No obstante, se requieren mas estudios empleando

modelos animales hipertensos para reforzar la utilidad de nuestros hallazgos.

Por otra parte, la melatonina enddgena liberada podria no solo ejercer un
beneficioso efecto hipotensor sino que ademas su actividad antioxidante seria
igualmente ventajosa en el tratamiento del glaucoma. En este sentido, el estrés

oxidativo estd involucrado en la aparicién y desarrollo del glaucoma. Los
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pacientes con glaucoma de angulo primario presentan una inferior capacidad
antioxidante (60-70% de reduccién) con respecto a sujetos control (Ferreira et
al., 2004). Asimismo, una inferior capacidad antioxidante se ha asociado con una
pérdida del campo visual mas severa en pacientes con glaucoma de angulo
abierto (Tanito et al., 2016). El estrés oxidativo puede causar dafo a la malla
trabecular (Zhao et al., 2016) y, en consecuencia, provocar el aumento de la
presién intraocular, cuyos niveles patoldgicamente altos desencadenan Ia
disfuncién y muerte de las células ganglionares contribuyendo a la pérdida de
vision asociada al glaucoma. Se ha observado que las células de la malla
trabecular sometidas a estrés oxidativo muestran cambios caracteristicos del
glaucoma primario de angulo abierto. Estos cambios incluyen la acumulacién de
matriz extracelular, apoptosis y necrosis celular, cambios en la estructura vy
funcién del citoplasma y lisosomas (Gabelt & Kaufman, 2005) y disrupcion

citoesquelética (Babizhayev & Yegorov, 2011).

Ademas, existe una menor expresion de Nrf2 en células de la malla trabecular
glaucomatosas frente a los niveles presentes en células de la malla trabecular
normales y en ambos tipos celulares la sobreexpresion de Nrf2 protegié la
viabilidad celular reduciendo la apoptosis (Cheng et al., 2017). Es posible
especular que, al igual que a nivel del cristalino, la melatonina enddgena
presente en el humor acuoso pudiera también aumentar la expresién del factor
antioxidante Nrf2 en la malla trabecular. Futuros estudios son necesarios para
analizar el efecto antioxidante que podria desarrollar la melatonina endégena en

la patologia glaucomatosa.

Por tanto, aunque son requeridos mas estudios experimentales adicionales, el
uso de filtros amarillos como alternativa terapéutica para regular la liberacién de
melatonina endégena puede representar una novedosa aproximacion

farmacoldgica para la prevencion de la progresion del glaucoma.
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El pretratamiento con melatonina de las células epiteliales del cristalino
humano reduce eficazmente el daifo oxidativo inducido tanto por la
adicién de H,0, como por la exposicion a luz LED blanca. La muerte
celular provocada por los agentes estresores es evitada, estimulando la
capacidad antioxidante de las células mediante el aumento de los niveles
proteicos de Nrf2 y de la actividad de la SOD. La melatonina también
impide la activacion del inflamasoma NLRP3 producida por la exposicién
a estrés oxidativo asi como la induccién de la transiciéon epitelio-

mesénquima por H,0;.

Los niveles de melatonina en el humor acuoso de pacientes con catarata
se encuentran alterados, presentando una menor concentracion de esta
neurohormona en comparacion con pacientes control sin opacidades en
el cristalino. Ademads, esta disminuciéon es mas acusada en los pacientes

con catarata diabética.

El filtro amarillo inhibe la activacion de la melanopsina en el cristalino,
estimulando la biosintesis de la melatonina y el consiguiente incremento
de sus niveles enddgenos. El aumento en la concentracién de melatonina
inducido por el filtro amarillo permite reestablecer la concentracién

normal de melatonina en el humor acuoso de los conejos diabéticos.

El filtro amarillo protege a las células epiteliales del cristalino humano
frente el dano oxidativo provocado por la luz, disminuyendo los niveles
de ROS, aumentando la viabilidad celular, y favoreciendo el incremento

de los niveles proteicos de Nrf2 y de la actividad de la SOD.



5. El uso del filtro amarillo previene el descenso en la expresion proteica de
Nrf2 y en la actividad de SOD detectado en los conejos diabéticos,

preservando la capacidad antioxidante del cristalino.

6. Conjuntamente, nuestros hallazgos indican que la aplicacién exdgena de
melatonina o alternativamente la modulacion de su concentracién
enddégena mediante el uso de filtros amarillos podrian constituir una
estrategia terapéutica prometedora para la prevencion y tratamiento de

las cataratas.

7. El filtro amarillo ejerce un efecto hipotensor, disminuyendo la presion
intraocular en el modelo animal de conejo, por lo que podria ser una
nueva alternativa terapéutica a considerar en el tratamiento de la

patologia glaucomatosa.
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2.1. PRESENCE OF MELATONIN IN HUMAN TEARS
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Presence of melatonin in
human tears

@) s

Presencia de melatonina en lagrimas humanas

Melatonin is a neurohormone mainly considered to be
produced by the pineal gland.' Melatonin is involved in
processes such as the coordination of circadian rhythms,
immunomodulation, as an antidepressant, antioxidant, reg-
ulation of sex organ maturation, in embryonic development
of the eye, and as a regulator of intraocular pressure among
other actions.’

Melatonin is synthesised and secreted in more tissues
than just the pineal gland.* There are several ocular struc-
tures that also produce melatonin. These include the ciliary
body, lens and the retina. Melatonin acts on selective mela-
tonin receptors located in the cornea, choroid and sclera.*
Melatonin is also known for its role regulating circadian
rhythms.? The presence of melatonin in rabbit tears has
been described in a 2014 study performed with New Zealand
rabbits. A study by Crooke et al. showed the presence
of melatonin in the tear film but the production of the
melatonin did not follow a circadian pattern as expected.*
Although this neurohormone has been identified in animal’s
ocular surface, little is known about the effects of mela-
tonin on human ocular surface. According to the multitude
of effects of this compound in other organisms than humans,
it may help to regulate tear secretion, and it may also help
in the scavenging of reactive oxygen species (ROS) therefore
protecting the ocular surface.®’

The presence of melatonin and its diurnal variation in
human tears is still unclear. To-date the presence of mela-
tonin has been assessed in rabbit tears and various human
ocular structures and the aim of the current study is to assess
the presence of melatonin in the human tear and its possible
variation along the day-night period.

In this study 11 subjects (6 women/5 men) aged
24.09 +1.87 (22-27 years) were recruited. Subjects with
any ocular pathology were excluded from the study. The
study was designed and performed according to the tenets
of the Declaration of Helsinki. In order to determine the
concentration of melatonin in tears, the Schirmer’s test
was performed for 2min as described Suphakasem et al.®
The tear volume was measured in human tears at differ-
ent time points of the day: in the morning (8:00am), in

http://dx.doi.org/10.1016/j.optom.2016.03.002

the afternoon (03:00 pm) and at night (12:00 pm). Measure-
ments were performed in one eye of each patient, selected
randomly. The collected samples were placed in an aque-
ous solution for further individual analysis by following the
procedure described by Alkozi and Pintor.” Statistical data
analysis was performed by the IBM SPSS programme (IBM
SPSS Statistics for Windows, Version 23.0. Armonk, NY: IBM
Corp.), using the non-parametric test Wilcoxon signed rank
test. P value of 0.05 was considered statistically significant.

Melatonin was found in the tears of the subjects and the
concentration appears to change throughout the day. Fig. 1
shows the amount of melatonin in human tears at differ-
ent time points of the day. Differences between melatonin
concentrations during the day have shown a circadian pat-
tern. In the morning (8 h) concentrations were (0.81[0.60,
0.99] pM), while the afternoon (15h) concentrations were
(0.94 [0.69, 1.40]uM) and at night (24h) concentrations
were (1.67 [1.18, 3.25] pM). The differences found were
statistically significant (p<0.05; p=0.008), being markedly
higher at night (24 h) than in the morning (8 h). There were
no statistical differences (p=0.091) between the afternoon
(15h) and the morning measurements.

In this study it has been described, for the first time,
the presence of melatonin in human tears, proving also that
the production of this neurohormone follows a circadian
pattern. During the morning and evening melatonin levels
remain stable, but it doubles its concentration overnight.
The same pattern of variation has been found in other tis-
sues such as retina, plasma and pineal gland according to
Zawilska and co-workers. '’

As explained previously, melatonin and its receptors
have been found in various structures of different animals
eyes, signifying that it is a very important component in
the eye physiology.” The presence of melatonin is able to
help corneal wound healing by activating melatonin MT,
receptors,” this being of great interest for potential stud-
ies in human corneas. Moreover, in experiments performed
on rabbits tears, it was observed that topical administration
of melatonin in combination with Ap4A (a natural component
of the tear) is able to stimulate tear secretion.®

It can be speculated that the activation of a TRPV4 chan-
nel, a membrane protein present in the ciliary processes,
increases the secretion of extracellular melatonin to the
aqueous humour, thus regulating intraocular pressure.’ Nev-
ertheless, since the results show a circadian pattern, the
presence of melatonin in tears might also be regulated by

1888-4296/© 2016 Spanish General Council of Optometry. Published by Elsevier Espana, S.L.U. This is an open access article under the CC
BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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tions were (0.94[0.69, 1.40] .M) and night (24 h) concentrations
were (1.67 [1.18, 3.25] uM) (medians and quartiles). Differences
discussed in the text.

the same mechanisms as the ones that control pineal gland
physiology. '

In conclusion, the present work demonstrates the exist-
ence of melatonin in the human tear film. Further analysis
is warranted to understand the role of melatonin in human
tears and ocular surface.
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ABSTRACT

Purpose: Melatonin is a neurohormone mainly synthesized in the pineal gland; however, it is also
present in the aqueous humor. One of melatonins’ functions in the eye is the regulation of intraocular
pressure (IOP). Melatonin is known to be sensitive to light. Recently, the photopigment which controls
melatonin synthesis, melanopsin, was found in the crystalline lens. Therefore, light conditions are an
interesting possible way of regulating melatonin levels in the aqueous humor. The current study used
yellow filters, since melanopsin is activated by short wavelength (blue light).

Methods: New Zealand white rabbits were used, divided in two groups, one under controlled 12 h light/
dark cycles, while the rest had their cages encased with a yellow filter (A 465-480). IOP measurements
were taken every week at the same time before they were anesthetized for aqueous humor extraction.
Results: Keeping the rabbits under the yellow filter resulted in a decrease in IOP up to 43.8 + 7.8% after
3 weeks. This effect was reversed after the topical application of selective and nonselective melatonin
receptors antagonists, 4PPDOT and luzindole. Also, blocking melanopsin by its antagonist AA92593
under white light condition decreased IOP. Finally, melatonin levels were found significantly higher in
the aqueous humor of rabbits developed under yellow filter compared to controls (37.4 + 4.2 and
15.3 + 3.1 ng/ml, respectively).

Conclusion: Yellow filters modulate melatonin levels in the aqueous humor due to deactivating
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KEYWORDS
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melanopsin activity. This effect leads to a decrease in IOP mediated by melatonin receptors.

Introduction

Melatonin (N-acetyl-5-methoxytryptamine) is a molecule first
discovered and described in the pineal gland." It was classi-
cally considered to be exclusively produced by this structure
until years later when melatonin synthesizing enzymes were
found in several organs and structures.” Among the huge
number of organs and cells producing melatonin, the eye
was one of the first organs discovered to synthesize melatonin,
first starting from the retina.® Afterward, the attention was
attracted to several ocular structures and melatonin now is
known to be synthesized in the iris, ciliary body,” crystalline
lens,"* and the lacrimal gland.6

In the eye, melatonin plays numerous functions. It has the
ability to accelerate corneal wound healing,7 it serves as an
antioxidant in the eye, and it protects the eye against oxidative
stress due to aging or diseases.*™'° Moreover, melatonin low-
ers intraocular pressure (IOP) and participates in the physiol-
ogy of the aqueous humor, as well as the pathophysiology of
glaucoma.'""?

Glaucoma is a multifactorial disease which results in
a progressive irreversible optic neuropathy and peripheral
visual field loss."* Tt is the second leading cause of vision
loss'* and it is developed as a consequence of several risk
factors, the only controllable one being IOP.'* Glaucoma can
be controlled through different drugs aiming to lower IOP.
Nevertheless, apart from the commercially available

compounds, more substances such as melatonin and its ana-
logs rise as a possible therapeutic agent to lower IOP and
control glaucoma.'”

Melatonin synthesis is controlled by light-darkness cycles
and this is specially relevant in the eye since it is the window
of the body to the outside. Several years ago, a photo pigment
named melanopsin was described in a small subclass of the
retinal ganglion cells. These studies showed that it participates
in a nonimage forming pathway since it was active and func-
tional in blind subjects and, moreover, in enucleated mice.'®”
'8 This photo pigment is responsible for photo-entrainment,
and its activation occurs by means of short wavelength light
(470-480 nm) leading to melatonin suppression.'’

Evidences during the last three decades have indicated that
illumination, received by the eye, has an influence in many
human physiological and behavioral aspects.*?! For instance,
light constricts the pupil, increases heart rate, body temperature,
and suppresses melatonin synthesis.”*** Based on these changes
in the physiology carried out by light, several therapeutic appli-
cations have been developed.” For example, light has been
shown to have antidepressant properties, specially for the treat-
ment of seasonal effective disorder,”>”® also, a proper timed light
exposure has been developed as a therapy for circadian rhythm
sleep disorders and circadian disruption due to jet lag, and finally
light has been used for depression treatment.””** On the other
hand, short wavelength light presents some serious harm to the

CONTACT Jesus Pintor @jpintor@ucm.es 9 Dpto Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad Optica y Optometria, Universidad Complutense de Madrid, C/Arcos

de Jalén, 118, Madrid E-28037, Spain.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Melatonin is mainly scercted by the pincal gland, and it is also produced by various ocular structures such as the

Melatonin lens. It has been recently demonstrated that melatonin ocular synthesis can be induced by blocking the blue

;?‘I“md component of white light by means of filters. Melatonin exhibits antioxidant properties that can be useful to face
e e ¢ light-induced oxidative stress as well as oxidative events associated to ocular pathologies like cataracts. More-

White light-emitting diode light Ve N2 4 i + S S

vilter over, as oxidative stress is a main event in cataract changes in levels could happen and

be relevant in the progression of this pathology, a subject that remains uncertain. The goal of this work was to
analyze the ability of a short wavelength light blocking (yellow) filter to dul d 1 i
concentration and the antioxidant and cyloprolective actions induced by yellow filter’s use in lens. Furthermore,
we evaluated the potential changes in aqueous humor melatonin concentration [rom patients with cataracts.
In human lens epithelial cells, white light-emitting diode (LED) light challenge reduced melatonin secretion,
protein levels of the enzymes involved in synthesis (hy yindole-O- hyli and
hosphorylated and phosphorylated forms of ar N-acetyltrz ase) and cell viability whereas
increased reactive oxygen species production. Yellow filter exposure precluded melatonin secretion reduction
and protected cells from oxidative damage. Consistent with cataract patient’s results, significantly lower levels of
melatonin were observed in aqueous humor of alloxan-induced diabetic cataract rabbits as compared to those of
control rabbits. In contrast, aqucous humor melatonin levels of diabetic cataract animals maintaining in cages
covered with a yellow filter resembled control values. This recovery seems to be mediated by the induction of
melatonin biosynthetic enzymes protein expression. Yellow filter also preserved Nrf2 lens protein expression and
superoxide dismutase protein levels and activity in diabetic animals. Modulation of endog: ocular
concentration using blocking filters might be a promising approach to prevent premature lens opacification.

1. Introduction in lens through arylalkylamine N-acetyltransferase (AANAT) protein

expression reduction [3]. Moreover, it has been demonstrated that it is

Melatonin is produced by the pineal gland under the control of the
biologic clock and modulated by retinal light stimulation, mostly by

means of the 1 itive retinal lion

feasible to increase endogenous aqueous humor melatonin levels by
reducing the blue component of visible light by means of filters [4],
Ithough the molecular mechanism involved in this induction has not

1-CC p
cells [1]. Melatonin production is directed by a diurnal pattern, showing
a peak 3-5 h after sleep onset in darkness, with scarce release during
daylight. Melatonin is also synthetized in different locations of the eye
such as retina, ciliary body and lens [2]. Recently, the presence of
melanopsin has been detected in the lens and the activation of this
pigment by short wavelength (blue) light abolished melatonin synthesis

been determined. Among the functions of melatonin in the eye, and
particularly in the lens, highlight their antioxidant properties. Melatonin
is a reactive oxygen species (ROS) scavenger and it also promotes the
expression of antioxidant-inducible cellular defense elements such as
nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 (Nrf2) [5]. Nrf2 is a tran-
seription factor that leads to transeriptional induction of several
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Abstract

The eye is a multifaceted organ organized in several compartments with particular properties that reflect
their diverse functions. The prevalence of ocular diseases is increasing, mainly because of its relationship
with aging and of generalized lifestyle changes. However, the pathogenic molecular mechanisms of many
common eye pathologies remain poorly understood. Considering the unquestionable importance of
proteins in cellular processes and disease progression, proteomic techniques, such as protein microarrays,
represent a valuable approach to analyze pathophysiological protein changes in the ocular environment.
This technology enables to perform multiplex high-throughput protein expression profiling with minimal
sample volume requirements broadening our knowledge of ocular protecome network in eye diseases.

In this review, we present a brief summary of the main types of protein microarrays (antibody microarrays,
reverse-phase protein microarrays, and protein microarrays) and their application for protein change
detection in chronic ocular diseases such as dry eye, age-related macular degeneration, diabetic retinopathy,
and glaucoma. The validation of these specific protein changes in eye pathologies may lead to the identifi-
cation of new biomarkers, depiction of ocular discase pathways, and assistance in the diagnosis, prognosis,
and development of new therapeutic options for eye pathologies.

Key words Protein microarrays, Ocular pathology, Dry eye, Glaucoma, Age-related macular degen-
eration, Diabetic retinopathy

1 Introduction

Ocular diseases are a major topic for public health. Comprehensive
approaches are required to expand eye research in order to under-
stand molecular pathway determinants in eye pathologies’ progress
and improve ocular diagnosis and treatment. Most of these ocular
discases are age-related conditions and their incidence has rapidly
risen consistently with the world’s population aging [1, 2].

The small sample volumes available and the sensitivity of tradi-
tional immunoassays (enzyme-linked immunosorbent assay or
Western blot) have hampered ocular proteomic profiling analyses.

Rodrigo Barderas, Joshua LaBaer and Sanjeeva Srivastava (eds.), Protein Microarrays for Disease Analysis:
Methods and Protocols, Methods in Molecular Biology, vol. 2344, https://doi.org/10.1007/978-1-0716-1562-1_17,
© Springer Science+Business Media, LLC, part of Springer Nature 2021
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Oxidative stress, generated because of an imbalance between reactive oxygen species (ROS) generation and
Lens elimination, is associated with lens damage and cataract progression. ROS generation is known to activate NLRP3
onldmvf streos (nucleotide-binding oli rization d in-like receptor family, pyrin domain-cointaining 3) infl

?:::::um and is believed to be an important link between oxid. stress and infl that is also related to cataract
White light-emitting diode light development. Potential oxidative hazard to the lens by whxte lxghtemmm,.dlodc (LED) light, a source of illu-
NLRP3 mination ly used d has been 1 i lable information is limited. In this work,

Nrf2 ‘we evaluated the cytotoxicity induced by hydrogen peroxide (an oxidative stressor agent) and white LED light in
lens epithelial cells as well as melatonin ability to counteract the effects induced by them. Melatonin is a
neurohormone secreted by different ocular structures that could be useful to alleviate oxidative damage induced
by different oxidative stressors in lens. Particularly, the modulation of Nrf2 (nuclear erythroid 2-related factor)/
Keap 1 (Kelch-like ECH-associated protein 1), an tial oxidative stress L and NLRP3 activity by
melatonin was evaluated in lens epithelial cells. ROS levels rose after white LED light exposure and cell viability
was reduced after challenge with oxidative stressor agents. Mel 1 cell death tri, 1 by hyd:
peroxide and white LED light, precluded ROS generation induced by whuc LED light and promoted anno)udant
lens capacity through upregulation of Nrf2 protein levels and SOD activity. NLRP3, caspase-1 and IL1-f
expression significantly increased in human lens cells exposed to H,O, or irradiated with white LED light.
Activation of NLRP3 infl triggered by oxidative stressors was also ab d by mel: Attenu-
ation of inflammatory and cytotoxic effects induced by oxidative stressors provided by melatonin in lens indicate
the interest of this molecule as a p ial th ic agent for cataract prevention/management.

1. Introduction and alteration in calcium homeostasis also account for oxidative stress-

triggered cataract formation (Babizhayev e

, 2004; Periyasamy and

Maintenance of integrity and survival of lens epithelial cells is
pivotal for lens transparency, since these cells are responsible for
metabolic activity in the lens and preserve lens homeostasis (Andley,
2008). Cataract, the leading cause of blindness in the world (Taylor,
2019), is a disease characterized by a progressive decrease in lens
transparency and gradual loss of vision (Moreau and King, 2012).

Deregulation between reactive oxygen species (ROS) generation and
removal leads to oxidative stress, an essential process contributing to
cataract. In addition to crystallines oxidation leading to destabilization
and protein aggregation, membranes lipid peroxidation, DNA damage,
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Shinohara, 2017). Aging transforms the lens more inclined to oxidative
damage (Bxbxzhue\ ZOIb PMID: 27413694) since lens oxidation
products 1 , while the tration of antioxi-
dants factors decreases (Bnbizhnj\e\. 2016; Bova et al., 2001; Brennan
and Kantorow, 2009). Indeed, with the ageing of the world's population,
the cataract incidence is expected to follow rising (Hashemi et al., 2020).

ROS molecules include hydroxyl radicals, hydrogen peroxide and
superoxide radical. Visible and UV light are relevant exogenous ROS
production sources (Ivanov et al., 2018). Epidemiological studies re-
ported a link between accumulative sun light exposure and cataract
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