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ABREVIATURAS.

ApsA: (P! P*-Di(adenosina-5') trifosfato.
Ap4A: (P',P*-Di(adenosina-5') tetrafosfato.
ApsA: (P',P*-Di(adenosina-5") pentafosfato.
ADN: Acido desoxirribonucleico.

ADP: Adenosina 5’- difosfato.

ARN: Acido ribonucleico.

ARNm: ARN mensajero.

ATP: Adenosina 5'- trifosfato.

BSA: Albumina de suero bovino.

CCNET1: Ciclina E1.

CDK2: Quinasa Dependiente de Ciclina 2.
ADNc: ADN complementario.

DMEM: Medio Dulbecco modificado.

HPLC: Cromatografia Liquida de Alta Presion.
MAPK: Proteinas Quinasas Activadas por Mitogeno.
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1.-INTRODUCCION.

1.1.- LOS NUCLEOTIDOS Y SUS RECEPTORES.

Tanto las purinas (adenosina, ADP y ATP) como las pirimidinas (UDP y UTP)
extracelulares son moléculas sefializadoras que median una gran cantidad de efectos
bioldgicos via receptores de superficie celular denominados Receptores Purinérgicos.
Entre las acciones que catalizan estas moléculas encontramos contraccion del musculo
liso, neurotransmision, secrecion exocrina y endocrina, respuesta inmune, inflamacion,
agregacion plaquetaria, dolor y modulacion de la funcion cardiaca. El concepto de
purinas como sefalizadores extracelulares fue empleado por primera vez por Drury y
Szent-Gyorgyi en 1929 cuando observaron que en un extracto de musculo cardiaco,
adenosina y adenosina 5° monofosfato (AMP) causaban pronunciados efectos
biologicos, como por ejemplo la dilatacion arterial y la disminucion de la presion

arterial.

Existe relacion entre la estructura de las moléculas y la accion de las mismas. La
eliminacion de los fosfatos de la molécula aumenta la capacidad de los compuestos de
adenina de producir vasodilatacion e hipotension, y el aumento de presion arterial que
produce ATP en gatos, no se ha visto con AMP ni adenosina (Gillespie, 1934). Este
mismo autor, indica que la contraccion del ileo y del utero en cobayas es mas potente
para ATP que para AMP y adenosina. Esta es por tanto la primera evidencia de las
diversas acciones de la molécula de ATP, y por implicacion, de la existencia de diversos

receptores purinérgicos.

El estudio del papel fisioldgico de las purinas y de las pirimidinas se ha podido
llevar a cabo gracias al estudio de sus fuentes biologicas y de los estimulos empleados
para su liberacion. Las primeras investigaciones sobre los efectos de adenosina y ATP
fueron llevados a cabo en diversos tejidos, pero particularmente en el corazén y en la
vasculatura (Gaddum y Holtz, 1933; Emmelin y Feldberg, 1948; Folkow, 1949; Stoner
y Green, 1950). Los estudios iniciales de UTP se focalizaron también en los efectos
cardiovasculares (Hashimoto et al., 1964; Boyd y Forrester, 1968; Urquilla, 1978; Sakai

et al., 1979). Ademas, estudios sobre la liberacion de ATP en los nervios sensoriales de
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la oreja en conejo (Holton y Holton, 1953; Holton, 1959) fueron la base para la

investigacion del papel de neurotransmisor de las purinas.

Otros nucleodtidos descubiertos en la década de los "60 son los diadenosina
polifosfatos, identificados primero como nucleétidos citosolicos y posteriormente como

mensajeros extracelulares.
1.1.1.- Los dinucledtidos de adenina: Estructura y caracteristicas.

Los diadenosina polifosfatos (también conocidos como a,w-dinucledtidos de
adenina, nucleotidos diadenilados, bis(5'-adenosil) polifosfatos, dinucle6tidos
adenilados o polifosfatos diadenilados) pertenecen a la familia de nucleétidos de
adenina. Formados por dos moléculas de adenina unidas en las posiciones 5" por un
numero variable de fosfatos que pueden oscilar entre 2 y 7 (abreviados como Ap,A, n =
2-7) (Miras-Portugal, et al., 1999). Se conoce la existencia de seis dinucledtidos de
adenina, Ap>A, ApsA, ApsA, ApsA, ApsA y Ap;A, los cuales se han identificado y
encontrado en diversos tejidos bioldgicos incluidas las plaquetas (Flodgaard y Klenow,
1982; Luthje y Ogilvie, 1983), el sistema nervioso central (Pintor et al., 1992a y 1992b;
Zimmermann et al., 1993; Klishin et al., 1994; Pivorun y Nordone, 1996) y los granulos
cromafines de la médula adrenal (Rodriguez del Castillo et al., 1988; Castro et al., 1990;
Pintor et al., 1991 y 1992¢). En la Figura 1 encontramos un esquema con la estructura

de una molécula de ApsA:
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Figura 1: Estructura de una molécula de Ap,A (P',P*-Di(adenosina-5') tetrafosfato).
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La estructura de estas moléculas tiene relacion con su habilidad para unirse a los
diferentes receptores purinérgicos. En solucién y en condiciones de pH fisiologico, los
dinucledtidos de adenina adoptan una conformacion plegada simétrica, inusual y con
apilamiento de las bases (Mayo et al., 1990). El cambio de estructura quimica y el grado
de apilamiento de bases depende del pH y de la longitud de la cadena de fosfatos (Mayo
et al., 1990), y aunque no existe informacion sobre la conformacion de los dinucledtidos
cuando estos se unen a los purinoceptores, parece que el cambio de conformacion de los
dinucledtidos con el pH explica la selectividad por los receptores purinérgicos (Hoyle,

1990; Ralevic et al., 1995; Hoyle et al., 2001; Pintor et al., 2001a).

Cada uno de los fosfatos de la molécula tiene una carga negativa, lo que les
permite formar complejos con cationes divalentes, lo que a su vez afecta a la union con
el receptor. Se ha visto que Mg”" es capaz de formar complejos con ApsA

(Westkaemper, 1987).

Por tanto, el pH, la longitud de la cadena de fosfatos y la union a cationes
divalentes explican porque los dinucle6tidos como ApsA y ApsA no estimulan un

mismo receptor de la misma manera.

1.1.2.- Almacenamiento y liberacion de plaquetas, célu las cromafines y termin ales

sinapticas.

Los dinucleo6tidos se almacenan y liberan junto a mononucle6tidos al entorno
extracelular desde los granulos densos de las plaquetas y de las células cromafines, asi
como de las terminales sinapticas (Rodriguez del Castillo et al., 1988; Pintor et al.,

1992a, 1992c, 1993 y 1995).

El almacenamiento de ApsA, ApsA, ApsA y ApsA en altas concentraciones
junto a ATP y ADP en los granulos densos de las plaquetas es el mayor reservorio
circulante de dinucle6tidos de adenina del sistema vascular (Flodgaard y Klenow, 1982;
Luthje y Ogilvie, 1983; Schluter et al., 1994). Tras la separacion de la mezcla, la
presencia de los diadenosina polifosfatos es casi indetectable en eritrocitos, leucocitos y

otros componentes de la sangre. Sin embargo, la concentracion de estos compuestos en
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las plaquetas es de 0.42 nmoles mg’, en concentracion 10 veces menor que los

mononucledtidos de adenina (Luthje y Ogilvie, 1983).

Tanto ApsA como ApsA y ApeA, pero no ApsA, se almacenan junto a AMP,
ADP, ATP y catecolaminas en los granulos secretores densos de las células cromafines
de la médula adrenal (Rodriguez del Castillo et al., 1988; Pintor et al., 1991 y 1992c¢). El
patron de distribucion subcelular de estos dinucledtidos coincide con el de la actividad
dopamina 8 hidroxilasa, marcador caracteristico de las células cormafines (Rodriguez
del Castillo et al., 1988). La presencia de estos dinucleotidos en la fraccion citosolica es
minima, mientras que en la fraccion granular la concentracion de ApsA y ApsA es de 32
nmoles mg™' para cada uno y 49 nmoles mg™' para Ap¢A. La molaridad interna granular
para los dinucledtidos es de aproximadamente 6 mM (Rodriguez del Castillo et al.,
1988). Tras estimulacién con carbacol y en presencia de Ca®* extracelular, ApsA, ApsA
y ApsA se liberan mediante exocitosis de las células cromafines junto a los

mononucledtidos de adenina y las catecolaminas.

Por el contrario, en las plaquetas el ratio molar de salida de ATP frente a
dinucleotidos es similar al ratio intra-granular, y representa solo el 4-5% del

almacenamiento de los dinucleétidos (Pintor et al., 1992c¢).

Elevadas concentraciones de ApsA y ApsA se han detectado en las terminales
sinapticas. Del mismo modo que ocurre en plaquetas y células cromafines, estos
dinucledtidos se almacenan junto a ATP, aunque la concentracion de los dinucledtidos
es 22 6 23 veces inferior a la de ATP, presentando concentraciones de 0.17 y 0.16
nmoles mg™' respectivamente. Estudios in vitro, han revelado que la liberacion de los
dinucleodtidos de las terminales sindpticas se produce tras la despolarizacion de la
membrana mediada por agentes como la 4-aminopiridina y la vetridina. De nuevo la

salida es dependiente de Ca”" (Pintor et al., 1992a).

A pesar de estos bajos porcentajes, tras la liberacion localizada de los
dinucledtidos, estos pueden alcanzar concentraciones fisiologicamente activas (Hohage
et al., 1996; Ogilvie et al., 1996; Hollah et al., 2001; Jankowski et al., 2003; Luo et al.,

2004), siendo incluso del orden de micromolar (Pintor et al., 1991).

32



Introduccion

1.1.3.- Metabolismo de los dinucleotidos de adenina: Moduladores extracelulares.

Luthje y Ogilvie describieron por primera vez en 1987 la hidrdlisis asimétrica de
ApsA y ApsA en AMP y ADP o ATP respectivamente, al tener actividad 5'-NPD
(Nucleotido Fosfodiesterasa). En plasma, la vida media de estos dinucledtidos es similar
a la del ATP, pero en sangre es mucho mas larga. Esto es debido a la hidrélisis de ATP
en ADP via ecto-nucleotidasas presentes en la membrana plasmatica de los eritrocitos,
leucocitos y plaquetas donde la actividad 5'-NPD no es perceptible. Tras la activacion
plaquetaria, las concentraciones extracelulares de Ap;A y ApsA son del orden de 0.5 a 1
UM mientras que la concentracion de ATP que se co-libera con estos dinucledtidos es
de entre 20 y 40 uM. Este ATP extracelular parece ser un potente inhibidor de la
hidrolisis de los dinucledtidos de adenina. De esta forma, los dinucleétidos que se
liberan a la circulacion, son protegidos frente a una degradacién inmediata y prolongan

su estabilidad relativa.

El endotelio vascular también tiene un papel fundamental en la estabilidad de
ApsA, ApsA y ATP. En las células endoteliales de aorta tanto bovina como porcina se
ha encontrado una rotura asimétrica de los dinucledtidos de adenina debida a la
actividad 5'-NPD en la superficie de la membrana plasmatica, siendo esta rotura mas
lenta que la debida a la actividad ecto-nucleotidasa coexistente para hidrolizar ATP.
Estas marcadas diferencias en cuanto a vida media e hidrolisis de ApsA y de ATP
explican las diferencias de concentracion de ambos compuestos cuando son liberados de
las plaquetas (Ogilvie et al., 1989). De este modo, los dinucle6tidos pueden permanecen

en la superficie de la célula endotelial durante mas tiempo que los mononucle6tidos.
1.1.4.- Receptores para nucleosidos, nucleotidos y dinucledtidos.

Los efectos de los dinucle6tidos estdn mediados por receptores de membrana
denominados Receptores Purinérgicos. Se dividen en dos grandes grupos: Receptores

P1 o de Adenosina, y Receptores P2 o de Nucledtidos, subdivididos a su vez en dos

grupos: receptores ionotropicos P2X y receptores metabotropicos P2Y.
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1.1.4.1.- Receptores P1.

Los receptores P1 se denominan en la actualidad A, pues son receptores para el
nucledsido adenosina. Son cuatro receptores: Aj, Aza, Az Y Asz. Son receptores
acoplados a proteinas G, y estan compuestos por siete dominios transmembrana, cada
uno de ellos constituido por 21 a 28 aminoacidos formando una a-hélice, con el
extremo N-terminal extracelular y el extremo C-terminal intracelular (Figura 2). Las
hélices transmembrana estan unidas entre si por fragmentos hidrofobicos de igual

tamano.

COO-

Figura 2: Estructura general de un receptor de siete dominios transmembrana.

Los receptores A; y A, fueron descritos por van Calker et al., (1979) en un
estudio en el que vieron que estos receptores de adenosina inhibian via A; o activaban
via A, la actividad adenilato ciclasa en cultivo de células cerebrales de raton. Los
receptores A, se subdividen a su vez en dos tipos, Az ¥ Azp, que se diferencian en la
capacidad de activar la adenilato ciclasa via sitios de union de alta o baja afinidad (Daly
et al., 1983) y en los perfiles farmacoldgicos. Entre estos subtipos de receptores, existe
una ausencia de homologia en la secuencia de aminoécidos. Por ejemplo, entre el
receptor A; y Ayp de rata solo hay un 45 % de homologia en la secuencia (Stehle et al.,
1992), y el receptor A3 humano solo comparte un 50, un 43 y un 40 % de homologia

con los receptores Aj, Axa y Az respectivamente (Linden, 1994).
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1.1.4.2.- Receptores P2.

Son los receptores para nucledtidos y dinucledtidos. Desde las primeras
subdivisiones realizadas por Burnstock en el ano 1978 hasta la actualidad, se han
descrito dos grandes familias de receptores para nucledtidos: los receptores ionotropicos
P2X y los receptores metabotropicos P2Y (Figura 3) (Burnstock, 1996; Burnstock y
Knight, 2004). Estos dos subtipos de receptores tienen distintos perfiles farmacoldgicos
y distribucion en los tejidos: los Receptores P2X son activados de forma mas potente
por andlogos de ATP, a,B-metilen ATP (o,-meATP) y B,y-metilen ATP (B,y-meATP),
mientras que el agonista mas potente para los receptores P2Y es 2-metiltio ATP
(2MeSATP) segun los trabajos mas clasicos (Burnstock y Kennedy, 1985). En cuanto a
la distribucion tisular de estos receptores, se ha visto la presencia de P2X en el conducto
deferente, en la vejiga urinaria, en el musculo liso vascular y, la presencia de P2Y en

taenia coli de cobaya y en las células endoteliales vasculares.

AC OTRAS Na*/Caz*

Figura 3: Esquema representativo de los receptores purinérgicos P2X y P2Y.

El clonaje de numerosas proteinas diferentes, el estudio de los segundos
mensajeros y la constatacion de multiples actividades fisiolégicas ponen de manifiesto
la relevancia de este tipo de receptor en multitud de tejidos (Burnstock y Williams,

2000).
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1.1.4.2.1.- Receptores P2X.

Los receptores purinérgicos del tipo P2X, estan ampliamente distribuidos puesto
que se localizan tanto en gusanos parasitos como en peces y mamiferos (Jarvis y Khakh,
2009), lo que nos indica la importancia de la sefializacion de ATP via esta subclase de
receptores. Son receptores ionotrdpicos que actian como canales selectivos para los
iones Na" y Ca*" (Burnstock y Kennedy, 1985; Evans, 1986; Humphrey et al., 1995;
Buell et al., 1996). Estructuralmente estan formados por varias subunidades
caracterizadas por poseer dos dominios transmembrana y extremos C y N terminales
cortos intracelulares (Silberberg et al., 2005; Roberts et al., 2006), junto a un bucle
extracelular que siempre contiene 10 residuos de Cisteina (Figura 4), lo que va a generar

un poro en la membrana, muy similar a los canales para Na" o K (North, 1996):

NH;* coor

Figura 4: Diagrama descriptivo de la estructura de una subunidad de un receptor P2X.

Hasta la actualidad se han clonado 7 subunidades diferentes descritas como
P2X; a P2X5. Cada una de las subunidades que conforman este receptor esta formada
por un nimero de aminoacidos que oscila entre los 379 (para el receptor P2X¢) y los
595 (para el receptor P2X;) (Jarvis y Khakh, 2009). La conformacion mas sencilla
descrita para una subunidad de receptor P2X es la que refleja la Figura 4, es decir, dos
dominios transmembrana unidos por un bucle extracelular y con dominio N- y C-
terminales citosolicos. Del mismo modo, se ha definido que cada uno de los receptores
P2X esta constituido por 3 subunidades (Jarvis y Khakh, 2009), aunque estas
subunidades pueden existir tanto en forma heteromérica como homomérica,
constituyendo en ultima instancia una estructura cuaternaria de canal operado por

ligando clésica. Se han caracterizado diferentes formas heteroméricas para los
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receptores P2X; a P2Xg, existiendo solo la forma homomérica para el receptor P2X;
(North y Surprenant, 2000; Khakh et al., 2001). Estos receptores estan implicados en la
transmision sindptica rapida entre las neuronas o los nervios autondmicos y el musculo

liso, siendo el transmisor el ATP (Benham, 1990; Edwards y Gibb, 1993).
En la Figura 5, encontramos un esquema de actuacioén de los diversos agonistas
y antagonistas implicados en la sefializacion de los receptores P2X. Como observamos,

los agonistas principales son ATP, MeSATP, a,B-meATP y ATP-y-S, siendo cada uno

de los subtipos P2X inhibido por antagonistas diferentes.

Agonista

P2X,| | P2X,

Figura 5: Esquema de activacion de los receptores P2X. Varios agonistas especificos producen la

ATP
MeSATP
a,B-meATP
ATP-y-S

P2X,| | P2X,| | P2X, P2X,|| P2X,

activacion de esta subclase de receptores, cada uno de los cuales se inhibe con antagonistas mds o menos

selectivos.

A continuacion, la Tabla 1 refleja el orden de potencia de los agonistas y la

distribucion tisular de los receptores P2X:
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Subtipo P2X Especie Distribucién tisular Agonista principal
P2x, Humano Conducto deferente y vejiga urinaria, Bz-ATP>> 2-MeSATP > ATP > a.p-
Rata plaquetas, megacariocitos, musculo MeATP >> ADP
Raton liso de pequeiias arterias y arteriolas,

pulmén, bazo, ganglio trigémino,
espina dorsal y cerebro.

P2X, Humano Coclea de rata, glandula pituitaria, 2-MeSATP = ATPyS
Rata cerebelo.
Raton
P2X; Humano Raiz del ganglio dorsal Bz-ATP >> 2-MeSATP > ATP = q,B-
Rata MeATP
Raton
P2X, Humano Cerebro, médula espinal, ganglio UDP=5Br-UDP>>UTP>2-MeSADP
Rata sensorial, ganglio cervical superior, Bz-ATP = ATP
Raton pulmén, epitelio bronquial, vejiga,

timo, glandula salival, testiculos y
conducto deferente

P2X; Humano Médula espinal cervical y neuronas ATP > 2-MeSATP > ADP
Rata del la raiz del ganglio dorsal y
Raton trigémino.
P2X, Rata Ganglio cervical superior de rata ATP > 2-MeSATP > ADP
P2X, Humano Cerebro, macrofagos,, células de Bz-ATP >> ATP
Rata origen hematopoyético, eritrocitos y
Raton fibroblastos.

Tabla 1. Caracteristicas de los receptores P2X (sacada de Boeynaems et al., 2005a).

Al menos tres moléculas de ATP son necesarias para unirse a la zona externa del
receptor P2X en conformacion abierta. Esto provoca cambios conformacionales en el
receptor, y en ciertas ocasiones se produce un incremento de la permeabilidad para Ca*"
por parte de este receptor, y los subtipos P2X,, P2X,4 y P2X; una vez son activados por
ATP, permanecen en conformacion abierta pero el cambio de conformacion produce un
incremento para la permeabilidad de cationes organicos como NMDG" (N-metil-D-
glucamina®) (Jarvis y Khakh, 2009). Esta segunda ola de activacion del receptor P2X se
describe como “dilatacion del poro” o I,. En otras circunstancias, tras la activacion de
los receptores P2X; y P2Xj3, el cambio de conformaciéon produce el cierre del receptor
mediante un proceso denominado “desensibilizacion”. Ambos procesos, I, y la
desensibilizacion, son especificos de cada receptor y ocurren de forma natural, aunque

el mecanismo por el cual se producen son todavia desconocidos (Jarvis y Khakh, 2009).
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1.1.4.2.2.- Receptores P2Y.

Los receptores purinérgicos del tipo P2Y, son de naturaleza metabotropica, y
estan formados por proteinas con siete dominios transmembrana y dominios N-terminal
extracelular y C-terminales intracelular (Figura 6). En la actualidad se han clonado 8
subtipos diferentes: P2Y, P2Y,, P2Y4, P2Ys, P2Y 1, P2Y 2, P2Y 3 y P2Y 4 (Chambers
et al., 2000; Communi et al., 2001a y 2001b; Hollopeter et al., 2001; Zhang et al., 2002;
Weisman et al., 2005). Se expresan en la superficie de casi todas las células, aunque los
cuatro ultimos estan particularmente implicados en procesos como el mantenimiento del

tono vascular y la agregacion plaquetaria (Boeynaems 2005a y 2005b).

COO-

Figura 6: Diagrama descriptivo de la estructura de un receptor P2Y. Mantienen la estructura general de
los receptores de siete dominios transmembrana acoplados a proteinas G, donde el extremo N-terminal

del receptor se encuentra en la zona extracelular, y el extremo C-terminal en el espacio citoplasmdtico.

Los receptores P2Y parecen haber emergido pronto en la evolucion, segun lo
descrito por Dranoff et al., en el afio 2000. Este autor identifica la sefalizacion
purinérgica como el mecanismo de sefalizacidon mas antiguo. Se han encontrado
receptores del tipo P2Y en varios vertebrados, incluyendo el teleosteos, el pez
cartilaginoso, anfibios, reptiles, pdjaros y algin mamifero que habit6 la tierra hace 450
millones de afios (Schulz y Schoneberg 2003). También existen evidencias
experimentales de la presencia de receptores del tipo P2Y sensibles a antagonistas de
receptores P2 en mitocondrias (Belous et al., 2004). Los estudios de estos receptores,
indican que los mas primitivos no discriminaban entre los diferentes agonistas (Dranoff

et al., 2000), siendo el proceso evolutivo el que les ha ido confiriendo a cada uno de los
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subtipos P2Y una mayor especificidad por los nucledtidos asi como un patron de

expresion tejido-especifico.

El estudio bioquimico de estos receptores P2Y indica, que en humanos, el
receptor P2Y estd formado por 328 aminoacidos mientras que el receptor P2Y, tiene
377 aminoacidos en su estructura primaria. Ademas, se ha visto que los receptores estan
N-glicosilados (Erb et al., 1993, Zhong et al., 2004), siendo esta modificacion esencial
para la transduccion de sefales en el receptor P2Y,, y no siéndolo para uniéon del
ligando o la expresion en la superficie celular (Zhong et al., 2004). Todos los receptores
P2Y poseen en su dominio extracelular cuatro residuos de cisteina que van a formar dos
puentes disulfuro, el primero entre el dominio N-terminal y el bucle extracelular EL3, y
el segundo entre los bucles extracelulares EL1 y EL2 (Hoffmann et al., 1999; Ding et
al., 2003).

La secuencia de aminoacidos entre los diferentes subtipos de receptores P2Y en
una misma especie no tiene un alto grado de homologia. Por ejemplo, los receptores
P2Y, y P2Y,; humanos solo tienen un 18 % de homologia de secuencia a pesar de la
gran similitud en sus perfiles farmacologicos. Sin embargo, la homologia de secuencia
de un subtipo especifico de receptor entre varias especies se incrementa: se ha
identificado un 83 % de homologia en la secuencia de aminoécidos del receptor P2Y
de humano con el de raton (von Kiigelgen y Wetter, 2000). Esta comparacion de
aminoacidos subdivide a los receptores P2Y en dos grupos: en el primero encontramos a
los receptores P2Y,, P2Y,, P2Y4, P2Ys y P2Yy, y en el segundo grupo los restantes
subtipos, P2Y 1, P2Y 3y P2Y 4 (Von Kiigelgen, 2006):

P2Y,.

Clonado por primera vez en cerebro de pollo embrionario (Webb et al., 1993).
Este receptor media respuestas como la relajacion del musculo y la salida de factores
relajantes derivados del endotelio como las prostaglandinas. Este receptor también
contribuye a la agregacion plaquetaria inducida por ADP (Fabre et al., 1999; Leon et al.,
1996 y 1999; Dorsam y Kunapuli, 2004). Se trata de un receptor selectivo para

nucleodtidos de adenina, y en los sistemas celulares se activa por nucleétidos de adenina
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difosfato, siendo el nucledtido 2-Metiltio-ADP (2-MeSADP) diez veces mas afin que
ADP para este receptor P2Y; humano (Waldo y Harden, 2004). 2-Metiltio-ATP (2-
MeSATP) y adenosina-(O-3-tiotrifosfato) (ATPyS) también actian como agonistas de
este receptor con una potencia similar a la de ADP. Sin embargo, ATP por si mismo es
un agonista parcial con una actividad intrinseca reducida cuando se compara con ADP
(Waldo y Harden, 2004). Ademas, la potente accion de ATP observada en estudios con
el receptor P2Y; nativo en tejido (Ralevic y Burnstock, 1998 y 2003) son debidos al
ADP formado en la superficie celular tras la degradacion del ATP en este por la accion
del ectoenzima NTPDasa2 (Alvarado-Castillo et al., 2002 y 2005; Zimmerman, 2000).
En humanos, este receptor se bloquea por suramina, PPADS, reactivo azul 2 (RB-2),
NF023 y 6-(2'-cloro-azofenilpiridoxal-a5-fosfato (MRS2210) (Guo et al., 2002).
También existen antagonistas selectivos para P2Y; como adenosina-3’-fosfato-5'-
fosfato y adenosina-3'-fosfato5 -fosfosulfato (Boyer et al., 1996). 2'-Deoxi-N°-
metiladenosina3’,5'-difosfato (MRS2179).

P2Y,

Este receptor estd ampliamente distribuido en los tejidos y se encuentra en
niveles elevados en pulmoén, corazén, musculo esquelético, bazo, riién, higado y
epitelio (Lustig et al., 1993; Parr et al., 1994). Estudios en ratones deficientes en este
receptor han revelado un papel fundamental de este receptor en el transporte de iones en
las células epiteliales (Cressman et al., 1999; Leipziger, 2003). Nucledtidos trifosfato,
incluyendo ATP, UTP, ATPyS y uridina-(O-3-tiotrifosfato) (UTPyS), son agonistas de
este receptor. Cuando se ensayan en condiciones en las cuales no hay degradacion
enzimatica, UDP y ADP no activan este receptor (Nicholas et al., 1996a), lo que indica
que son necesarios al menos tres residuos de fosfato para activar este receptor. Ademas,
este receptor se activa por los dinucledtidos tetrafosfato (ApsA y UpsU) (Patel et al.,
2001; Pendergast et al., 2001). Suramina actGa como antagonista para P2Y, en
humanos, mientras que PPADS, MRS2179 y MRS2279 no actiian como antagonistas en
este receptor. En rata, tanto PPADS como RB-2 son antagonistas aunque de forma muy
débil. Recientemente se ha visto que los flavonoides bloquean el receptor nativo P2Y>

en células NG108-15 de manera no competitiva (Kaulich et al., 2003).
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P2Y,.

Receptor de expresion mas restringida puesto que se expresa solo en la placenta
y en bajos niveles en pulmoén y musculo liso vascular (Erlinge et al., 1998). El receptor
P2Y, humano es muy selectivo para nucleétidos derivados de UTP (Communi et al.,
1996a; Nguyen et al., 1995). En estudios en los que se aseguran las condiciones de
estabilidad de los nucledtidos, tanto UTP como ATP son agonistas completos, siendo
UTP cincuenta veces mas potente que ATP, y con los difosfatos UDP y ADP inactivos
(Nicholas et al., 1996a). Este tipo de receptor en rata y raton, se activa tanto por UTP,
ATP y otros nucleotidos trifosfato como ITP. En humanos, PPADS y RB-2 bloquean
este receptor (Wildman et al., 2003), y en ratas, el bloqueo por RB-2 es completo. Lo
mismo ocurre con RB-2, siendo el bloqueo maximo de P2Y}, en ratas (Bogdanov et al.,

1998; Wildman et al., 2003).

P2Y,.

Receptor extensamente distribuido selectivo para nucleotidos difosfato siendo
UDP cien veces mas potente que UTP (Nicholas et al., 1996a y 1992b; Communi et al.,
1996b). La mayoria de los nucledtidos de adenina son inactivos para este receptor. Se
bloquea por Suramina, PPADS y RB-2 con potencia de accién decreciente en este

orden.

P2Y.

Se expresa de forma elevada en inmunocitos y puede jugar un papel importante
en la diferenciacion de esas células (Communi et al., 1997). El receptor P2Y; humano
es activado por ATP, siendo este su agonista natural. Cuando se realizan medidas de
calcio intracelular, el receptor recombinante responde a la estimulacion por UTP (White
et al., 2003), y el andlogo 2-propiltio-B,y-diclorometilen-D-ATP (ARC67085) es
también un potente agonista de este receptor. Adenosina-3’-fosfato-5'-fosfosulfato
(APS) es un agonista parcial (Communi et al., 1999), y Suramina es antagonista del
receptor P2Y; humano. Este subtipo de receptor responde también a RB-2 pero no a

PPADS.
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Se expresa en plaquetas y en tejido neuronal, jugando un papel esencial en la
agregacion plaquetaria (Dorsam y Kunapuli, 2004) y actia como un receptor neuronal
inhibitorio (Kulick y von Kiigelgen, 2002). En los vasos sanguineos humanos, la
activacion de este receptor contribuye a la vasoconstriccion (Wihlborg et al., 2004). Se
activa por derivados de ADP, y se bloquea tanto por Suramina como por RB-2,
actuando también como antagonistas los nucleodtidos trifosfato y el ATP (Ingall et al.,

1999; Vasiljev et al., 2003 Kauffenstein et al., 2004) en el receptor humano.

P2Yys.

Se expresa en células de origen hematopoyético y en tejido neural. Responde a
analogos de ADP de forma similar al receptor P2Y,. En algunos tipos de células, 2-
MeSADP es mas potente que ADP, mientras que en otros sistemas celulares son
equipotentes (Marteau et al., 2003). El receptor P2Y;3 humano se bloquea por
Suramina, RB-2 y por grandes concentraciones de PPADS (Marteau et al., 2003). Se ha
visto recientemente que el derivado 2-cloro-5-nitro de PPADS también actiia como un

antagonista competitivo de este subtipo de receptor P2Y en humano.

P2Y,,4.

Receptor ampliamente distribuido siendo, en humanos, la placenta, el tejido
adiposo, el estobmago y el intestino, los tejidos donde se encuentra la mayor expresion
de este receptor (Chambers et al., 2000). En rata, el receptor se expresa en niveles altos
en células de origen hematopoyético (Charlton et al., 1997). Este receptor se activa con
niveles nanomolares y micromolares bajos de UDP-glucosa, UDP-galactosa-UDP-
glucurénico y UDP-N-acetilglucosamina (Chambers et al., 2000). No se conocen los

antagonistas.
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Los receptores P2Y se encuentran fundamentalmente, aunque no de modo
exclusivo, acoplados via proteinas Gq a la fosfolipasa C (PLC) y a la posterior
generacion de inositol trifosfato (IP;) y diacilglicerol (DAG). Los receptores que han
sido clonados mas recientemente, P2Y;3 y P2Y;4, se encuentran acoplados
negativamente a la adenilato ciclasa a través de una proteina del tipo Gi, e incluso otros
sistemas de segundos mensajeros (Ralevic y Burnstock, 1998; von Kiigelgen y Wetter,

2000; Chambers et al., 2000; Nicholas, 2001; Hollopeter et al., 2001).

Los receptores como P2Y; y P2Y; se acoplan, ademas de a las rutas anteriores, a
una ruta de sefializacion denominada RhoA / ROCK-I. En el caso de los receptores
P2Y,, los ligandos como el 2-Me-S-ADP o el ADP, son capaces de activar una
sefializacion intracelular a través de la regulacion de proteinas quinasas como ERK1/2
(Sellers et al., 2001). La activacion de estas MAP Quinasas tiene lugar tras la activacion
de Rho, que es una proteina perteneciente a la familia de las GTPasas, por lo que actaa
como un interruptor funcional. Esta proteina estara activa tras su unioén al GTP (Mackay
y Hall, 1998). Rho es el factor mas importante en cualquier tipo de reorganizacion
dindmica en el que participe el citoesqueleto celular, de modo que juega un papel critico
en la migracion de las células, como sucede en el caso del epitelio corneal. Cuando Rho
se activa se produce la formacion de los filamentos de actina y complejos de células de
adhesion, lo que permite la reorganizacion del citoesqueleto (Nakamura et al., 2001). La
activacion de la cascada mediada por Rho tiene lugar por la actuacion de la quinasa
ROCK, que es una Ser/Thr quinasa. Esta proteina se ha localizado en el epitelio de la
cornea y se piensa que juega un papel importante en la diferenciacion corneal y en su
mantenimiento. En el caso del receptor P2Y; el ATP y UTP producen un incremento de
la actividad tirosina quinasa lo cual produce la fosforilacion de multiples proteinas

incluida ERK?2.

La siguiente figura nos resume los agonistas y antagonistas implicados en la

activacion de los receptores P2Y:
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Figura 7: Esquema de activacion de los receptores P2Y. Agonistas especificos producen la activacion de

esta subclase de receptores, cada uno de los cuales se inhibe con antagonistas mas o menos selectivos

A continuacion, la tabla 2 nos resumen la expresion de los distintos subtipos de

receptores P2Y en los tejidos de mamifero (von Kiigelgen 2006):
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Subtipo P2Y Especie Distribucion tisular Agonista principal
P2Y, Humano Ubicuo incluyendo plaquetas, (N)-mc-2-MeSADP>2-MeSADP>
corazon, musculo esquelético, tejido  ADP=ADPBRS>>ATP
Bovino neuronal y tracto digestivo 2-MeSATP>ADP>ATP
Rat’a 2-MeSADP=2-MeSATP>ADP
Raton 2-MeSATP>2CI-ATP>ATP
P2Y, Humano Ubicuo incluyendo pulmon, corazén, UTP=ATP>INS37217>Ap4A>ATPyS>
Perro musculo esquelético, bazo y rifién UTP>ATP>ADP>2-MeSATP
Cerdo UTP>ITP>ATP>UDP
Rata UTP=ATP>CTP>GTP
Raton UTP=ATP>Ap;A
P2Y, Humano Placenta, pulmén, musculo liso UTP>UTPyS
Rata vascular,cerebro ¢ higado UTP=ATP=ITP=Ap,A
Raton UTP=ATP
P2Y Humano Ubicuo incluyendo pulmoén, corazén, UDP=5Br-UDP>>UTP>2-MeSADP
Rata aorta, bazo, placenta, timo ¢ intestino  UDP>UTP>ADP>2-MeSATP
Raton UDP>UTP>ADP>2-MeSATP
P2Y Humano Bazo, intestino y células del sistema ~ ARC67085>ATPyS=BzATP>ATP>2-
inmune MeSATP
Perro ADPBS=2-MeSADP>2-MeSATP>ATP>
P2Y, Humano Plaquetas y tejido neural 2-MeSADP>ADP>>(N)-mc-2-MeSADP
Bovino 2-MeSADP>>ADP,ATP
Rata 2-MeSADP>ADP>ATP
Raton 2-MeSADP>ADP>ADPBS
P2Y 5 Humano Bazo, leucocitos, médula dsea, 2-MeSADP>ADP>ADPfS
Rata higado y cerebro ADP>2-MeSADP>>ATP
Ratén ADP=2-MeSaDP=ADPBS>ATP
P2Y 4 Humano Placenta, tejido adiposo, intestino, UDP-glucosa>UDP-galactosa
Rata/Raton cerebro y bazo UDP-glucosa

Tabla 2: Caracteristicas de los receptores P2Y (von Kiigelgen 2006).

1.1.4.2.3.- Receptores P2X y P2Y para dinucledtidos de adenina.

Los diadenosina polifosfatos pueden ejercer sus acciones activando tanto

receptores P2X como receptores P2Y, y en algin caso pueden activar otros tipos de

receptores, aunque estos ultimos aun no se han clonado. La selectividad de los

receptores depende de la longitud de la cadena de fosfatos que une las dos moléculas de

adenosina. Se ha visto, que los dinucledsidos tetrafosfato tienen actividades y

especificaciones similares a los analogos nucleodsidos trifosfato (Shaver et al., 2005):

ATP y UTP son sustratos naturales del receptor P2Y>, y los dinucledsidos tetrafosfato

constituidos por las bases uridina y adenina son altamente selectivos como agonistas de
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este mismo receptor. Lo mismo se manifiesta para los dinucledsido trifosfato y sus
analogos los nucleotidos difosfato (Shaver et al., 2005): ADP es un potente agonista del
receptor P2Y; humano y los dinucledsido trifosfato de adenosina son altamente
selectivos para este receptor, mientras que UDP es un potente agonista para el receptor

P2Y al igual que los dinucleosido trifosfato que contienen uridina.

Para los receptores P2X, todos los dinucleotidos poseen selectividades diferentes
por las formas homoméricas de los receptores. Por ejemplo, ApsA es bastante selectivo
para los receptores P2X,, P2X,4 y la forma P2X,, (Pintor et al., 1996; Wildman et al.,
1999). Para los receptores P2Y, solo los subtipos P2Y; y P2Y; son sensibles a los
diadenosina polifosfatos, siendo el resto de subtipos ligeramente sensibles, lo que
requiere de su activacion previa (Lazarowski et al., 1995; Communi et al., 1996a; Patel

et al., 2001; Pintor et al., 2002b).

En las tablas 3 y 4 encontramos un resumen de los perfiles farmacoldgicos para
los diadenosina polifosfatos en los receptores ionotropicos P2X y metabotrépicos P2Y.
Los numeros entre paréntesis representan el valor pD,, excepto en el caso del receptor

P2Y 3 que corresponde al valor pA,.

P2X POTENCIA DE ACCION

P2X, ApsA (6.14) > ApsA (6.04) ApsA (5.39) > ApsA (4.00)
P2X, Ap4A (4.82)

P2X; Ap;A (6.30) > ApsA (6.09) > ApsA (5.88) > ApsA (5.79)
P2X2/3 Ap4A

P2X4 ApsA (6.00) > ApsA

P2X; ApsA (6.60) > ApsA (6.16) > ApsA (5.31) > ApsA (5.26)
P2X 46 Ninguno

P2X; Todos pero a concentracion mayor de 1 mM

Tabla 3: Perfiles farmacoldgicos receptores P2X (Guzman-Aranguez et al., 2007).
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P2Y POTENCIA DE ACCION

P2Y, ApsA (8.05) > Ap,A (6.77) > ApsA (5.77) =ApeA (5.75) >> Ap,A (5.24)
P2Y, Ap4A (7.03) > ApsA (5.57) > ApeA (5.28) > Ap;A (4.70)

P2Y, Ninguno

P2Y ApsA > Ap;A (a concentraciones superiores 1 mM)

P2Y Ninguno

P2Y ;5 Ap,A pero actia como antagonista (6.66)

Tabla 4: Perfiles farmacolégicos receptores P2Y (Guzman-Aranguez et al., 2007).

1.2.- LOS DINUCLEOTIDOS EN LA FISIOLOGIA OCULAR.

La relevancia fisiologica de los nucledtidos y dinucleodtidos y de sus receptores
en las estructuras oculares, solamente se ha tratado en profundidad desde hace unos
pocos afos (Pintor et al., 2000). Asi, existen un niimero limitado de estructuras oculares
en las que se ha podido discernir el papel fisioldgico y bioquimico que tienen los
nucleodtidos y dinucleétidos. Los efectos de éstas sustancias se han observado en

procesos tan cruciales para la fisiologia del ojo como la presion intraocular (P10).

1.2.1.- Dinucleétidos y superficie ocular.

1.2.1.1.- Presencia de diadenosina polifosfato s en la lagrima: Estad os normales y

patolégicos.

La pelicula lagrimal protege al ojo frente a agentes externos y nutre a la
superficie ocular de nutrientes, oxigeno y otros factores importantes para el correcto
funcionamiento de esta parte del ojo. De todos los componentes de la lagrima, los
nucleotidos son de interés desde que se ha descrito la presencia de receptores
apropiados en las células corneales y conjuntivales (Kulkarni et al., 2003; Leipziger et

al., 2003; Murakami et al., 2003).

Mediante cromatografia liquida de alta presion, se ha detectado la presencia de
dinucledtidos (tanto ApsA como ApsA) en la lagrima tanto de conejos como humana,

estando estos, comparativamente hablando, en concentraciones mayores en la lagrima
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de conejo que en la humana (Pintor et al., 2002a y 2002b). La concentracion de ambos
esta en el orden de micromolar, pero difiere entre ellos en la manera que se muestra en

la siguiente tabla:

Dinucleétido  Humano (nM) Conejo normal (uM) Conejo denervado (uUM)

ApsA 2.0+22
Ap.A 108.8 + 18.3 2.92+0.28 2.85+0.41
ApsA 37.0+6.2 0.58 £ 0.11 0.66 +0.20

Tabla 5: Concentracion de dinucledtidos de adenina en lagrima de conejo y humana (Guzman-Aranguez

etal., 2007).

Uno de los efectos mas relevante hallados en este modelo animal es la capacidad
de estas sustancias de incrementar la tasa de secrecion lagrimal en valores que oscilan
entre 120 y 160 % (Pintor et al., 2002a). Sin embargo, la variaciéon en los niveles de
estos dos dinucleotidos nos lleva a la controversia, ya que ambos se almacenan juntos y
en la misma concentracion en las vesiculas sindpticas y en los granulos (Pintor et al.,
1991 y 1992¢; Zimmermann et al., 1993). Dado su origen comun, la existencia de cinco
veces mas ApsA que ApsA parece extrafia. Una explicacion puede venir dada por la
presencia de ectonucleotidasas que degraden ApsA de manera mas eficaz que ApsA,
pero aunque estas hidrolasas han sido descritas, su actividad no explica la diferencia de
concentracion en la lagrima (Aguilar et al., 2001; Mediero et al., 2006). Por tanto, es
posible que los dinucledtidos sean directamente liberados por las células epiteliales de la

superficie ocular como veremos mas adelante.

En contraste con los dinucledtidos encontrados en la lagrima de conejo,
observamos que en la lagrima humana también encontramos Ap;A a concentraciones
muy bajas. De nuevo, el dinucledtido mas abundante es ApsA, cuya concentracion es

tres veces mayor que la de ApsA y cincuenta veces superior a la de ApsA.

Un aspecto interesante descubierto hace poco tiempo, es que la concentracion de
los diadenosina polifosfatos varia en patologias tipo ojo seco (Peral et al., 2006). En
estos, los niveles de ApsA son mayores que en ojos sanos, estando la la seleccion de los

individuos basada en el test de McMonnies, y dividiendo a la poblacion en estudio en
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controles, pacientes sintomaticos con secrecion lagrimal normal y pacientes
sintomaticos con baja secrecion lagrimal (McMonnies et al., 1998). De los dos
dinucledtidos estudiados, se ha visto que ApsA no varia en ninguno de los estados
patologicos, siendo por tanto el mas indicativo de patologia el dinucleotido ApsA. Asi,
se ha empleado ApsA como marcador comparativo de severidad en ojo seco (Peral et
al., 2006), observando como los individuos con 0jo seco sintomaticos con y sin signos
(volumen de secrecion lagrimal normal o disminuido) tiene una concentracion de ApsA
en la lagrima significativamente superior a la que encontramos en la lagrima de
individuos sanos (Peral et al., 2006). Estas diferencias en concentracion de ApsA en los
estados patoldgicos sugieren que este dinucledtido puede ser empleado como marcador
diagnodstico para ojo seco. En la actualidad, el diagnostico objetivo de esta patologia
viene definido por la mediada de osmolaridad de la lagrima. La deteccion de los niveles
de ApsA puede ser la base de un test complementario al de osmolaridad que ayude tanto
a oftalmodlogos como a optometristas para conseguir un mejor diagndstico de esta
patologia, puesto que existe una perfecta correlacion entre sintomas y signos de ojo seco

y los niveles de este compuesto (Peral et al., 2006).

1.2.1.2.- Origen de los dinucledtidos en la lagrima humana.

Es bastante razonable pensar que los diadenosina polifosfatos son liberados
desde las terminales nerviosas que inervan la superficie ocular puesto que este
comportamiento se ha observado en el sistema nervioso central (Pintor et al., 1992a y
199; Belmonte et al., 2004), pero experimentos llevados a cabo en conejos denervados
mediante inyeccion retrobulbar de etanol, han demostrado que las concentraciones de
dinucledtidos en la lagrima son similares a los de animales sanos (ver tabla 5). Esto
sugiere que los diadenosina polifosfatos son liberados por otro mecanismo distinto a la

salida del nervio dependiente de Ca’" (Peral et al., 2006).

En humanos, el LASIK (“laser-assisted insitu keratomilrusis”) es una de las
técnicas mas utilizadas para la correccion de las ametropias esferocilindricas con léser,
en la cual se corta la cornea y parte del plexo nervioso que inerva la misma. Si los
dinucleotidos se liberaran de las terminales nerviosas, individuos tratados con LASIK

deberian tener cambios en la concentracion de dinucleo6tidos en la lagrima. Sin embargo,
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un estudio con doce pacientes de LASIK ha revelado que no hay cambios significativos
en la concentracion de Ap4A, lo que sugiere que los dinucleotidos presente en la lagrima
no provienen de las terminales nerviosas de la superficie ocular, sino que tiene otra

fuente (Guzman-Aranguez et al., 2007).

Los nucleotidos pueden liberarse al medio extracelular por rotura celular, el
trasportador ATP-binding casette o el regulador de la conductancia transmembranosa de
fibrosis cistica (CFTR), asi como liberacién exocitética neural (Mitchell et al., 1998;
Pintor et al., 1992a; Ballerini et al., 2002; Eldred et al., 2003; Naumann et al., 2005;
Pearson et al., 2005; Reigada y Mitchell, 2005; Zhao et al., 2005; Gomes et al., 2006;
MacDonald et al., 2006; Stumpf et al., 2006). De momento no se conoce cudl de estos
mecanismos es el que libera los dinucledtidos a la lagrima, pero experimentos recientes
han demostrado que la estimulacion mecanica puede ser un detonante (Peral et al.,
2006). Esta estimulacion mecénica se ha observado tanto en tejidos oculares como no
oculares (Guyot y Hanrahan, 2002; Srinivas et al., 2002), siendo en todos los modelos la

salida de nucleétidos como un proceso normal producido en condiciones fisioldgicas.

Mientras que la salida por exocitosis de los dinucleotidos desde las terminales
nerviosas presentes en la superficie ocular puede no ser raro, la salida mecénica es
probable que ocurra de forma independiente ya que la aplicacion de estimulos
moderados o severos en corneas de individuos sanos no modifica la concentracion de
dinucleotidos en la lagrima (Peral et al., 2006). Sin embargo, cuando se anestesia a los
individuos, la concentracién de diadenosina polifosfatos aumenta debido a la caida en la
produccion de lagrima. Se puede concluir que la liberacion de dinucledtidos de la
superficie ocular es una respuesta a la estimulacion mecéanica y aumenta con la
frecuencia de parpadeo o con la presencia de un cuerpo extraiio en el ojo. Por tanto, los
dinucledtidos, y especialmente ApsA, podrian ser importantes como reparadores

corneales.
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1.2.1.3.- Efecto en la secrecion lagrimal.

La presencia de diadenosina polifosfatos en lagrima tanto en animales como en
humanos sugiere que pueden modificar la fisiologia de la superficie ocular. Como ya
hemos mencionado, en conejos de la raza Nueva Zelanda, la aplicacion tépica de
dinucleodtidos produce un aumento en el volumen lagrimal, que es dependiente de la
longitud de la cadena de fosfatos que une las dos moléculas de adenosina (Pintor et al.,
2002b). Tanto Ap>A como ApsA producen menos secrecion lagrimal, mientras que
ApsA, ApsA y ApsA son mas efectivos, siendo el mas activo de todos ApsA, ya que
incrementa la produccion de lagrima en un 60 % sobre los valores normales de lagrima
y ApsA 'y ApeA los incrementan solo un 20 %. Sin embargo, todavia no estd muy claro
si el incremento de la secrecion lagrimal se produce por la induccion de la produccion
lagrimal en la glandula lagrimal o en otras estructuras secretoras (Cowlen et al., 2003).
Lo que si esta claro es que el efecto de estos dinucledtidos viene mediado por el

receptor P2Y, (Lazarowski et al., 1995, Nicholas et al., 1996a).

Ademas, cuando aplicamos topicamente de forma conjunta ApsA y Melatonina,
se produce un incremento aun mayor en la secrecion lagrimal, efecto que es revertido
con el pre-tratamiento topico de Luzindol, un antagonista del receptor de melatonina, lo
que implicaria la relacion entre el receptor P2Y; y el receptor MT de melatonina (Hoyle

et al., 2006).

Por todo eso, es bastante razonable el pensar que estos dinucledtidos pueden
emplearse en el tratamiento del ojo seco. El desarrollo farmacoldgico de analogos de
ApsA, como el diuridina tetrafosfato, Up4U, (también llamado INS365 o Diquafosol®
de Inspire Pharmaceuticals), y més recientemente el Prolacria®, estan emergiendo como

una terapia muy prometedora para el ojo seco (Yerxa et al., 1999 y 2001).
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1.2.1.4.- Efecto en la produccion de lisozima.

Como ya hemos mencionado, la superficie ocular estd expuesta a danos
producidos por cuerpos extrafios, a invasion de microorganismos, etc (Saxena et al.,
2003). Lactoferrina y Lisozima son dos proteinas con accion protectora encontradas en
la lagrima (Leitch y Willcox, 1998, 1999a y 1999b; Paulsen et al., 2001; Stoeckelhuber
et al., 2004) y la concentracion de la ultima es independiente de la secrecion lagrimal

(Fullard y Zinder, 1990; Sack et al., 2000).

Se ha encontrado que en conejos de la raza Nueva Zelanda la aplicaciéon topica
de algun nucleétido modifica la secrecion de lisozima a la lagrima. La instilacion de
ApsA (en dosis de 100 pM), UTP y dinucledtido UpsU incrementan los niveles de
lisozima aproximadamente en un 140 % sobre los valores control. La instilacion de una
unica dosis de los dinucledtidos mantienen los niveles de lisozima elevados por un
periodo de 4 horas, lo que indica el potencial papel de estos dinucledtidos como

tratamiento para infecciones (Peral et al., 2008).

1.2.2.- Diadenosina polifosfatos en caAmara anterior y posterior.

1.2.2.1.- Presencia de los diadenosina polifosfatos en el humor acuoso.

El humor acuoso es el fluido que provee de nutrientes a las estructuras
avasculares del ojo, principalmente a la cornea y al cristalino. Ademas, su secrecion

mantiene la presion intraocular (P10O).

De todos los componentes diferentes del humor acuoso, los nucledtidos y
dinucleotidos son unas importantes moléculas sefializadoras cuya presencia en el humor
acuoso fue identificada por Mitchell et al., en 1998 como provenientes de los procesos
ciliares. Ni el mecanismo de liberacion ni el control del mismo son bien conocidos, pero
el estudio de la liberacion de nucledtidos desde el epitelio pigmentado y no pigmentado
de los procesos ciliares si que se ha estudiado. Ademas, se ha identificado un gran
numero de receptores P2 en las estructuras bafiadas por el humor acuoso, lo que sugiere

que tanto los nucledtidos como los nucledsidos pueden estar involucrados en
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importantes funciones fisiologicas (Redzic et al., 1998; Farahbakhsh y Cilluffo, 2002;
Pintor et al., 2003, 2004b y 2005).

Por cromatografia liquida de alta presion, se han encontrado en humor acuoso
tanto ApsA como ApsA, en niveles de 0.34 y 0,08 uM respectivamente (Pintor et al.,
2003), lo que sugiere la presencia de receptores purinérgicos y de efectos fisioldgicos

(Pintor et al., 2004c¢).

1.2.2.2.- Efecto de los diadenosina polifosfatos en la presion intraocular.

Uno de los aspectos mas interesantes relacionados con los nucleodtidos es su
papel como reguladores de la presion intraocular (PIO). Nucledsidos como Adenosina y
alguno de sus analogos fueron los primeros con los que se testdo la capacidad de
modulacién de la PIO (Crosson y Gray, 1996 y 1997; Crosson, 2001). En estos estudios
quedo claramente confirmado que adenosina podia tanto aumentar como disminuir la
PIO dependiendo del receptor que estimulase. Ademas, mononucledtidos como el ATP
y andlogos como el f,y-metilenATP también son capaces de modificar la PIO
reduciéndola de modo significativo (Pintor y Peral, 2001). El ATP esta presente como
constituyente del humor acuoso y puede participar en el control de la PIO cuando es

liberado de los procesos ciliares (Mitchell et al., 2001).

La presencia de receptores para nucledtidos en los lugares de secrecion
(procesos ciliares) y drenaje (malla trabecular) del humor acuoso sugieren que tanto los
mononucledtidos como los dinucleétidos pueden modular ambos procesos y de esta
manera modificar la PIO (Chen y Sears, 1997; Farahbakhsh y Cilluffo, 2002; Pintor et
al., 2004c; Crosson et al., 2004; Soto et al., 2005).

Cuando se aplica de forma tépica dinucledtidos en la cornea de conejos de la
raza Nueva Zelanda, se producen los cambios esperados en la PIO: Ap,A, ApsA 'y ApsA
aumentan de forma significativa la PIO de manera concentracion-dependiente, mientras
que ApsA ejerce la accion contraria, es decir, es hipotensivo, reduciendo de nuevo la
PIO de forma concentracién-dependiente (Pintor et al., 2003). Todas estas acciones

parecen estar mediadas parcialmente por un receptor purinérgico del tipo P2X ya que
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B,y-metilenATP inhibe completamente el efecto hipotensivo de ApsA (Pintor y Peral,
2001) y es antagonizado tanto por Suramina como por PPADS (Pintor et al., 2003). Sin
embargo, se ha podido ver que el ApsA es capaz de estimular receptores P2Y; en

células trabeculares (Soto et al., 2005).

La localizacion anatomica de los receptores P2X implicados (principalmente
P2X5) en la reduccion de la PIO via ApsA, parece situarlos en las terminales nerviosas
que inervan y controlan los procesos ciliares, porque la denervaciéon mediante inyeccion
retrobulbar con metanol, abole el efecto hipotensivo tanto de ApsA como de f,y-
metilenATP (Pintor et al., 2003 y 2005; Pintor y Peral, 2001). Un estudio detallado de
P2X, en los terminales nerviosos han localizado estos en los terminales nerviosos
parasimpaticos, ya que el uso de anti-colinérgicos bloquean la accion hipotensora de los
mono- y dinucleo6tidos (Pintor y Peral, 2001; Pintor et al., 2005; Peral et al., 2009). Es
bastante probable que ApsA active los receptores P2X, presentes en las terminales
colinérgicas que inervan tanto los procesos ciliares como el musculo ciliar para facilitar
la salida de Acetilcolina, lo que produce la contraccién del musculo tirando del spuela
escleral y abriendo el angulo iridocorneal, lo que disminuye la resistencia hidrodindmica

a la salida del flujo (Pintor et al., 2005).

Ademas de localizar el efecto de los diadenosina polifosfatos en las terminales
nerviosas, se ha demostrado el efecto en la malla trabecular (tejido de evacuacion del
humor acuoso), lo que es consistente con la presencia de receptores P2Y en las
estructuras oculares (Crosson et al., 2004; Soto et al., 2005). Estudios de perfusion en
segmento anterior del ojo han demostrado que la respuesta es via activacion de un

receptor P2Y (Soto et al., 2005).

Por ultimo, el cristalino esta banado por el humor acuoso, y por tanto su epitelio
responde a los cambios en la concentracion de dinucledtidos de este fluido. Los
receptores implicados son P2Y; y P2Y; como se ha demostrado por hibridacion in situ y
RT-PCR (Merriman-Smith et al., 1998; Collison y Duncan, 2001; Cowlen et al., 2003).
Si consideramos que ApsA es el dinucledtido mas representativo del humor acuoso y
que este es capaz de unirse a ambos subtipos de receptores, el efecto que se produce en

las fibras corticales del cristalino son cambios en el Ca®" intracelular, lo que podria
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modular la actividad de diversos canales de K (Rhodes et al., 2003) que determinarian
el potencial de membrana del cristalino, y canales de ClI" (Valverde et al., 1992) lo que

contribuiria a la regulacion del volumen del cristalino.

1.2.3.-Diadenosina polifosfatos en la retina.

La presencia y actividad de los dinucledtidos en la retina son de momento
especulativas. Al ser la retina neural parte del Sistema Nervioso Central, podriamos
esperar encontrar dinucledtidos co-almacenados junto a otras monoaminas o acetilcolina
en las células amacrinas de la retina (como ocurre en otros modelos) (Pintor et al.,
1992a y 1992b). Se han identificado diversos receptores del tipo P2X (Brandle et al.,
1998a y 1998b; Wheeler-Schilling et al., 2001) y P2Y (Sugioka et al., 1996; Cowlen et
al., 2003; Fries et al., 2004a y 2004b) en la retina neural. Sin embargo, de momento no
existen evidencias que reporten un papel especifico para los dinucleotidos en la retina
neural, y aunque se ha demostrado la liberacién de dinucledtidos desde las células del
epitelio pigmentado de la retina, no hay evidencia de la presencia natural de
dinucledtidos extracelulares (Mitchell, 2001; Pearson et al., 2005; Reigada y Mitchell,
2005).

A pesar de la poca informacion en relacion a la presencia de los dinucledtidos en
la retina, se ha podido comprobar la eficacia de los dinucledtidos en procesos
patologicos tales como el desprendimiento de retina. El epitelio pigmentado de la retina
(EPR) presenta receptores purinérgicos del tipo P2Y, (Peterson et al., 1997). Su papel
es el mantenimiento de la composiciéon y volumen adecuado del espacio subretinal.
Como consecuencia de su activacion es posible medir un incremento en el transporte del
ion CI” en las membranas basolaterales de las células del EPR (Ryan et al., 1999). Los
estudios pre-clinicos realizados con el dinucledtido 2’ deoxicitidina tetrafosfo uridina,
dCpsU (INS37217), muestran un fuerte aumento de la reabsorcion de fluido en un

modelo de desprendimiento de retina (Maminishikis et al., 2002).
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1.3.- ANATOMIiA OCULAR.

Aunque existen diferencias entre individuos, el ojo humano es una esfera de
aproximadamente 2.5 cm de didmetro con un volumen de 6.5 ml. Puede separarse en
dos esferas: una mas pequefia en la parte anterior constituida por la Cornea (ocupa una
superficie de 1/6 de la circunferencia del globo y con un radio aproximado de 7.8 mm),
y una esfera larga formada por la Esclera, que ocupa los 5/6 restantes de la
circunferencia del globo y tiene un radio de unos 11.5 mm. Estas dos esferas se unen
entre si por una region llamada Limbo o unién corneo-escleral. En promedio, la
longitud axial del globo ocular es de 24 mm, el didmetro de 23 mm y la longitud

horizontal de 23.5 mm (Forrester et al., 2002).

El ojo, es el organo altamente especializado en la fotorrecepcion, proceso
mediante el cual la energia luminica ambiental produce cambios en las células nerviosas
especializadas de la retina, los conos y los bastones. Estos cambios resultan en la
generacion de potenciales nerviosos de accidon que son transmitidos por el nervio optico

al cerebro, donde se procesara la informacion para generar la imagen visible.

Todas las estructuras del ojo son secundarias de este proceso fisioldgico basico,

aunque estas son fundamentales para enfocar y transmitir la luz a la retina.

El conjunto de estructuras oculares puede dividirse en tres capas o tnicas: 1) la
capa fibrosa corneoescleral; 2) la capa uveal formada por la coroides, el cuerpo ciliar y
el iris; y 3) la capa neural constituida por la retina. Estas capas envuelven a las lentes
(cristalino) y a los medios trasparentes que bafian el ojo, el humor acuoso en la camara
anterior y el humor vitreo en la camara posterior (Figura 8). En conjunto, la cornea y la
esclera constituyen una dura capa fibrosa que protege y envuelve a los demas tejidos
oculares, y supone un apoyo estructural importante para los contenidos intraoculares y

para el anclaje de los misculos extraoculares (Forrester et al., 2002).
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Figura 8: Diagrama esquematizado de un ojo humano en seccion transversal. Revela los componentes
mayoritarios que conforman las tres capas del ojo: la capa corneoescleral en marron, en naranja

encontramos la capa uvea, y por ultimo en amarillo localizamos la capa neural.

1.3.1.- Anatomia de la cornea.

La cornea es el tejido mas especializado de la superficie corporal. Consiste en
una estructura hemisférica transparente, avascular y rigida que permite, junto con la
curvatura de su superficie, mantener la refraccion puesto que su funcién principal es la
de actuar como una membrana protectora y refrigerante por la que penetran los rayos de
luz hacia la retina. También es la porcion anatdmica del cuerpo que posee mas

terminaciones nerviosas sensoriales.

Posee propiedades Opticas de refraccion significativas que pueden variar un poco
con la edad. Podemos considerarla como el primero de los lentes que conforman el
sistema Optico de nuestros ojos, representando cerca de 2/3 de la capacidad de enfoque
del ojo. Es convexa-concava con aproximadamente 48 dioptrias en la cara anterior y 4 6
5 dioptrias en la posterior, lo que hace que la cornea, tenga una potencia de
aproximadamente 44 dioptrias. Debido a esta condicion de primer lente, la cornea tiene
una gran importancia en nuestra vision, y una falta de transparencia o una deformidad

en nuestra cornea provocara una mala imagen en la retina.

La transparencia de la cornea es la propiedad mas importante y es debida a la

regularidad y “alineamiento” del epitelio, a su avascularidad y a la disposicion regular
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de los componentes celulares y extracelulares del estroma que a su vez depende del

estado de hidratacion, metabolismo y nutricion de los elementos estromales.

El grosor medio de la cornea en los individuos adultos oscila entre 11 y 12 mm,
y el espesor es variable segun la persona y la raza, y suele oscilar entre las 500 y 600
micras, siendo mas gruesa en la periferia que en la zona central. El diametro vertical
(10.6 mm) es menor que el horizontal (11.7 mm), pero vista por detras la circunferencia
es circular. Se nutre de la lagrima y del humor acuoso. Como acabamos de mencionar,
el radio central de la cornea es de 7.8 mm, con la periferia corneal menos marcada.
Ademas, el espesor corneal en la periferia es mayor al central (0.67 mm frente a los 0.52

mm centrales).

Aunque existen diferencias entre la estructura corneal entre los animales y el
hombre, de modo general la cornea estd organizada en 5 capas fundamentales (Figura
9): desde la superficie al interior del ojo, estas capas son: 1) epitelio, 2) membrana de
Bowman, 3) estroma, 4) membrana de Descemet y 5) endotelio. De estas cinco capas el
origen embriologico del epitelio es el ectodermo, mientras que la cresta neural es de
donde derivan tanto los queratocitos como las células endoteliales y las células

nerviosas (Bard y Hay, 1975; Hayashi et al., 1986; Bard et al., 1988).

Cornea

| epitelio

“=-_. Membrana de
Bowman

estroma

Membrana de
- Descement
-~

endotelio

Figura 9: Esquema organizativo de la cornea en el cual podemos apreciar las cinco capas que

componen este tejido ocular.
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Si comparamos la estructura corneal de un ojo humano, con la estructura de una
cornea de conejo, podemos observar: 1) el espesor corneal medio en conejos es de 370
micras, siendo la cornea por tanto bastante mas delgada que la humana, 2) la cornea
abarca el 25 % del area superficial del ojo en comparacion con el 7 % en humanos y 3)

la membrana de Bowman est4 ausente en la cornea de conejo.

1) Epitelio:

Es la capa mas externa y que constituye una barrera de entrada para los
microorganismos en el ojo. Es un epitelio estratificado escamoso no queratinizado y
esta formado por 5 ¢ 6 capas de células bien estructuradas, con un grosor de unos 50 a
60 um, que se dividen en la capa basal de células, las capas de células intermedias y la
capa de células superficiales. Las células de la capa basal descansan sobre una débil
lamina basal, y las células adyacentes estan unidas entre si por numerosos desmosomas
y estan unidas a la ldmina basal subyacente por hemidesmosomas y filamentos de
anclaje. La superficie anterior del epitelio corneal esta caracterizado por la presencia de
microvilli cuya cubierta de glicocalix interacciona con la pelicula lagrimal pre-corneal y
ayuda a estabilizarla. Por la zona inferior, se une a la Membrana de Bowman via un
complejo de fibras de anclaje constituidas por Colageno tipo VI y VII, que

interaccionan con la [dmina densa y las fibras de colageno de la Membrana de Bowman.

La renovacion de las células del epitelio se produce mediante la actividad
mitotica de las células de la capa basal, y el reemplazo celular se realiza de manera
superficial y centripeta. El epitelio corneal responde de manera rapida para reparar las
interrupciones en la integridad epitelial mediante movimientos ameboides y division
celular de las células que se encuentran en el margen de la zona dafiada. La zona central
del epitelio corneal carece tanto de melanocitos como de células immunocompetentes,
incluyendo las células de Langerhans (células dendriticas relacionadas con el complejo

mayor de hitocompatibilidad clase I (MHC II)).
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2) Membrana de Bowman.

Es una capa transparente acelular modificada del estroma de un grosor
comprendido entre los 8 y los 12 um. Consiste en un fino alineamiento de fibras de
colageno tipos I, III, V y VI con un grosos de 20 a 30 nm de didmetro. La superficie
anterior esta bien definida y esta separada del epitelio por una fina lamina basal,
mientras que el limite posterior se fusiona con el estroma. Por ultimo, esta capa termina

de forma abrupta en el Limbo.

3) Estroma.

Es la capa que ocupa el 90% del grosor de la cornea. Estd compuesto por unas
200 a 250 laminillas entrecruzadas de tejido conectivo denso de gran regularidad
orientadas de forma paralela a la superficie corneal y que se contintian con la esclera a
nivel del limbo. Entre las laminillas se encuentran fibroblastos modificados llamados
Queratocitos. Estas células son de forma estrellada y poseen un citoplasma con
extensiones que contienen pocos organulos y un nucleo celular aplanado y paralelo a la
superficie corneal. Estos queratocitos esta conectados con las células vecinas mediante
gap junctions y siguen un patréon de sacacorchos (Muller et al., 1995). Las fibras de
coldgeno més abundantes son las de tipo I, encontrando también fibras de colageno de
tipo III, V y VI. La transparencia de la cornea se debe al espaciamiento regular de estas
fibras de colageno (distancia interfibrilar), el cual a su vez estd regulado por
glucosaminoglicanos (Keratdn sulfato y Dermatén sulfato son los predominantes en la

cornea humana) y proteoglicanos formando puentes entre las fibrillas de colageno.

Esta capa corneal no contiene vasos sanguineos ni linfaticos, pero si fibras

nerviosas sensoriales que provienen del epitelio corneal.

4) Membrana de Descemet.

Se trata de una capa fina y homogénea que se localiza entre el estroma posterior
y el endotelio, tiene un marcaje de Schiff positivo y se contintia en la zona periférica
con la zona cortical de la Malla Trabecular. Tiene un grosor de 8 a 12 um y representa
el basamento modificado del endotelio. Se divide en dos partes: el tercio anterior que es

bandeado y los dos tercios posteriores que son homogéneos o no bandeados. Rica en
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glicoproteinas de membrana basal, laminina y coldgeno tipo IV. La region anterior
contiene Colageno tipo VIII. Los colagenos V y VI mantienen la adherencia entre esta

capa y el estroma adyacente.
5) Endotelio.

Esta formado por una unica capa de células escamosas de estructura uniforme, y
se localiza en la superficie posterior de la cornea sobre la membrana de Descement.
Tiene un papel fundamental en hidratacion corneal y por tanto en la transparencia de la
misma. El endotelio corneal descansa en la Membrana de Descement y sus células
constituyen un mosaico en conformacién poligonal o hexagonal visible in vivo mediante
el empleo del microscopio especular. Las células endoteliales poseen gran cantidad de
mitocondrias, indicativo del papel crucial en el transporte de fluidos. En una cornea
normal, estas células tienen una tasa de regeneraciéon muy baja, y la pérdida celular se
reemplaza mediante el esparcimiento de las células adyacentes. En el nacimiento,
tenemos entre 3000 y 4000 células / mm® numero que desciende a las 2500 células /
mm” en la edad adulta y a las 2000 células / mm” en la vejez (Waring et al., 1982).
Como consecuencia, con la edad, el denso mosaico hexagonal regular que observamos
en una cornea joven, se va a transformar en un mosaico menos denso con un menor

numero de células y mas heterogéneamente distribuidas.

Una lesion en el endotelio corneal y una densidad celular menor a 800 células /
mm’ produce de forma rapida edema e hinchazon en el estroma, lo que resulta en una

pérdida de la transparencia corneal.

Por ultimo, la pelicula lagrimal se puede considerar una parte mas de la cornea,
porque en un ojo normal y sano siempre hay una capa de lagrima cubriendo, lubricando

y protegiendo el epitelio.
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1.4.- EL PROCESO DE RE-EPITELIZACION CORNEAL.

El epitelio es la parte de la cornea més superficial y est4 en continua renovacion,
estimandose una regeneracion completa cada 7 a 10 dias. Las células nuevas derivan de
la actividad mitética de las células basales limbales, las cuales reemplazan a las células

preexistentes de forma superficial y centripeta mediante movimientos ameboides.

Al ser la capa mas externa, el epitelio es el mas expuesto a las agresiones. Estas
agresiones pueden tener su origen en diversos factores como la entrada de un cuerpo
extrafio, algiin proceso traumdtico o un porte inadecuado de las lentes de contacto.
También, y de modo mads reciente, el auge en las operaciones de cirugia refractiva hace
que el epitelio (y otras regiones corneales) se vean alteradas y por consiguiente

requieran de una reparacion tras el dafio producido.

La transparenta corneal y la refraccion oOptica dependen de la capacidad de las
células epiteliales para renovarse. Esta renovacion del epitelio corneal se mantiene
gracias a la proliferacion y a la diferenciacion de las células madre residentes en el

limbo.

Sea cual sea el tipo de dafio que causa la lesion epitelial, el proceso de re-
epitelizacion corneal (cicatrizacidon) es un proceso continuo dividido en tres pasos
fundamentales: 1) la fase de latencia; 2) fase de migracion; y 3) fase de division celular

(Steele, 1999) (Figura 10).

63



Introduccion
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Figura 10: Fases de re-epitelizacion corneal (Suzuki et al., 2003). El panel superior refleja la primera
etapa del proceso (fase de latencia), la imagen central representa la fase de migracion, y por ultimo, la

imagen inferior representa la ultima etapa del proceso (fase de division celular).

1) La fase de latencia.

Es el primer paso, que ocurre entre las 4 y 6 horas posteriores a la lesion. En esta
fase, se produce una reorganizacion de la célula y la sintesis de proteinas que van a
actuar en la siguiente fase del ciclo, como son las proteinas de citoesqueleto (actina,
vinculina, talina, etc) (Zeiske et al., 1986) y las glicoproteinas de superficie celular
(Panjwani et al., 1990). Lo significativo de esta primera etapa del proceso, es que los
leucocitos polimorfonucleares provenientes de la pelicula lagrimal se encargan de
eliminar las células necroticas, motivo por el cual se produce un aumento significativo
del area de la lesion. Estos polimorfonucleares desaparecen cuando una monocapa de
células epiteliales cubre el area lesionada. Al mismo tiempo, las células epiteliales del
borde de la lesion pierden sus microvilli ademds de los anclajes (hemidesmosomas)
entre ellas. En la etapa final de esta fase de latencia, las células comienzan a sufrir
transformaciones con la emision de prolongaciones como filopodios y lamelipodios

(Haik y Zimny, 1977), echo que marca el principio de la siguiente fase del proceso.
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2) La fase de migracion.

Se caracteriza por el desplazamiento de las células que se encuentran en el
margen de la lesion antes de que se produzca la mitosis. Esta fase se lleva a cabo en un
tiempo que oscila entre las 24 y 36 horas posteriores a la lesion. Este es un proceso que
depende de la activacion de los filamentos de actina y donde también intervienen
proteinas tales como fodrina, vinculina y la ankirina (Kurpakus et al., 1999; Kang et al.,
1999). El aumento en la sintesis de estas y otras proteinas requiere energia que proviene
del metabolismo de glucdgeno. Son estos filamentos de actina los que confieren a las
células el soporte de citoesqueleto necesario en esta fase, y se localizan en los bordes de

la célula migrante formando filopodios y lamelipodios.

La migracion de las células epiteliales para cubrir la zona lesionada, es un
proceso ciclico, en el que la produccion de filopodios y lamelipodios va seguido de un
anclaje temporal a la ldmina basal, para que asi los mecanismos de contractilidad
permitan a la célula desplazarse hacia delante, romper los anclajes temporales y repetir
de nuevo el proceso. En esta etapa se sintetizan en la superficie de la zona lesionada
proteinas de matriz extracelular (fibronectina, fibrina / fibrindgeno, laminina y
tenascina), siendo la fibronectina probablemente la mas relevante. Su funcion es la de
crear un basamento transitorio en el cual se anclan las células epiteliales que estan
migrando en el proceso ciclico que acabamos de describir de anclaje - movimiento
(Gundorova et al., 1994). Esta fibronectina aparece en la zona de la lesion transcurrida
una hora aproximadamente de la misma, y se ha visto que estimula a las células
epiteliales en la produccion del activador de plasmindgeno, el cual convierte el
plasminégeno a plasmina, lo que conlleva a la rotura de las adhesiones célula — célula y
célula — matriz extracelular. De esta manera, los filopodios y lamelipodios se unen y
liberan el basamento permitiendo que el ciclo se repita de modo constante. Una vez que
la migracion celular ha permitido cubrir por completo la zona afectada, la fibronectina
desaparece y ello permite el establecimiento de anclajes firmes a la membrana de
Bowman, mediante la creacion de nuevos hemidesmosomas y filamentos de anclaje
compuestos principalmente por colageno tipo VII (Wilson et al., 1999). Hasta este
momento los anclajes han sido relativamente débiles, permitiendo al nuevo epitelio en

formacion “despegarse” facilmente (si las uniones entre células fueran muy fuertes,
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estas no serian capaces de migrar para cubrir la zona lesionada). En este “despegue” de
la matriz extracelular sintetizada actuan enzimas proteoliticos como el activador de
plasmindgeno tipo urokinasa (u-PA). Estudios inmunocitoquimicos para localizar la
expresion de u-PA en células en migracion, reflejan la presencia de este en células en el
margen de la lesidn, siendo la actividad de esta proteina mayor en cultivos celulares

lesionados que en no lesionados (Suzuki et al., 2003).

Hay varios estudios (Steele, 1999) que indican que la migracion celular se
produce de forma centripeta desde el limbo hacia el centro de la cornea. En el caso de
abrasiones centrales de gran tamafio, el movimiento centripeto de células puede ocurrir
desde diversos puntos del limbo corneal. Estudios en animales reflejan que la velocidad

de migracion varia con la especie animal.

3) La fase de divisién celular.

Es la ultima fase del proceso. Puede llevar hasta varios meses, ya que la
proliferacion de las células epiteliales dura hasta que el grosor del epitelio normal se ha
recuperado. Las células principales en esta etapa son las células epiteliales basales. El
proceso que se produce es la activacion de las células del limbo corneal denominadas
pluripotentes o stem cells. {Por qué sabemos que provienen del limbo? Se ha visto que
lesiones cercanas al limbo re-epitelizan antes que lesiones centrales. Las células
pluripotentes limbales se dividen rédpidamente produciendo unas célula denominadas
células de amplificacion transitorias (TACs), refiriéndonos de esta manera a células
basales, que a su vez se dividen para producir otras células més diferenciadas
denominadas células post mitoticas (PMCs). Estas ultimas, a su vez se dividen para
producir las células diferenciadas terminales (TDCs), que junto con las anteriores, van
a formar las capas suprabasales de células del epitelio corneal. Estas células se dividirdn
hasta regenerar por completo el espesor epitelial normal (aproximadamente de 5 capas

de células) y éstas producirdn hemidesmosomas entre ellas.
La cantidad de proliferacion celular depende de la demanda. En condiciones

normales, no todas las TACs son capaces de dividir, pero cuando existe una lesion, la

regeneracion del epitelio puede seguir tres estrategias para expandir su poblacion: 1)
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reclutar un mayor numero de células pluripotentes que se dividan con un ciclo mas
rapido de division; 2) estimular a las TACs de la periferia de la cornea para que
maduren y ejerzan todo su potencial replicativo; y 3) aumentar la eficiencia de
replicaciéon de las TSCs reduciendo el ciclo en tiempo. Las tres estrategias juntas
resultan en la produccion de un mayor nimero de células terminales post-mitoticas

diferenciadas (Lehrer et al., 1998).

Un importante requisito para la correcta regeneracion del epitelio es la adhesion
fuerte al estroma subyacente. En estudios en modelos de conejo, se ha visto que las
estructuras de adhesion entre el epitelio y el estroma subyacente se reestablecen de

forma completa transcurridas de seis a ocho semanas de producida la lesion.

El reestablecimiento de las adhesiones entre células epiteliales es un proceso
complejo y prolongado en el tiempo, alcanzando incluso una duracién de meses, siendo
posible que alguna de las uniones no se lleve a cabo y quede una alteracion corneal
estructural permanente. El proceso de re-epitelizacion corneal tras una lesion, no
finaliza hasta que todas las uniones en hemidesmosoma entre el epitelio y el estroma

subyacente estan regeneradas.

Los factores que afectan a la adhesion de las células epiteliales y por tanto a la
completa recuperacion de un epitelio normal tras una lesion en el mismo son: 1) el
tiempo que estemos en contacto con el agente causante de la lesion; 2) la profundidad
de la misma; 3) condiciones oculares previas (como por ejemplo distrofias en

membranas basales) y 4) la edad del individuo que sufre la lesion.

El proceso de re-epitelizaciéon ocurre de manera natural, en parte por la
existencia de una serie de moléculas que pueden disparar la secuencia de procesos que
se ha descrito con anterioridad. Estudios en células epiteliales tanto humanas como de
conejo (Wilson et al., 1992, Offord et al., 1999), han demostrado la presencia de los
siguientes factores de crecimiento y citoquinas: EGF (Factor de Crecimiento Epitelial),

bFGF (Factor de Crecimiento de Fibroblastos basico), TGF-a, -1 y -f2 (Factor de

Crecimiento Transformante), IL-1a, IL-1p (Interleucina) y TNF-a (Factor de Necrosis
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Tumoral) entre otros. Estos factores de crecimiento y estas citoquinas provienen tanto
del flujo sanguineo de los vasos del limbo como de la pelicula lagrimal que recubre la
superficie corneal (que la bafia constantemente) como del humor acuoso. (Zieske et al.,

2000; Imanishi et al., 2000).

Otros agentes a tener en cuenta en este proceso son las Metaloproteinasas
(MMPs) (Wong et al., 2002), una familia de enzimas proteoliticos que degradan la
matriz extracelular y la membrana basal. Se piensa que las MMPs tiene un papel de
“vigilancia” en una cornea normal, catalizando la degradacioén de aquellas moléculas de
colageno que ocasionalmente se dafian. MMPs estan en concentraciones muy bajas en
tejidos normales y no se expresan de forma constitutiva, estando esta de forma muy
regulada para evitar una destruccion excesiva e incontrolada del tejido. Se esta
investigando el papel de estas MMPs en las enfermedades oculares (Wonget al., 2003).
Se ha visto que la expresion de estas esta activada tras procesos inflamatorio y de
remodelamiento en respuesta a citoquinas, hormonas, factores de crecimiento y
oncogenes. MMPs-1 y MMPs-8 se activan tras “keratolisis ulcerativa”, y la secrecion
lagrimal de MMPs-8 esta significativamente aumentada in pacientes tratados con PRK
(cirugia fotorrefractiva para tratamiento de miopia y astigmatismo) (Holopainen et al.,
2003), lo que sugiere un papel importante de MMPs-8 junto a MT-1-MMPs
(metaloproteinasa de membrana tipo 1) en la cascada de re-epitelizacion corneal tras
lesion. Ademas, también se han descrito el aumento de otros tipos de MMPs en sujetos

con otros tipos de lesiones corneales (Maguen et al., 2002).

Ademas, se considera que otra de las fuentes de secrecion mas importantes de
estos factores re-epitelizantes son las terminales nerviosas que inervan la cornea, ya que
los nervios sensoriales que la inervan tienen un papel fundamental en el mantenimiento
de la integridad de la misma. Asi, se ha podido demostrar que la estimulacion crénica
del sistema nervioso simpatico es capaz de acelerar la velocidad de re-epitelizacion
corneal (Perez et al., 1987). Del mismo modo, los péptidos liberados de las terminales
nociceptivas presentes en la cornea, tales como la sustancia P y el CGRP (calcitonin-
gene related peptide), son igualmente capaces de acelerar la re-epitelizacion (Gallar et
al., 1990). Una pérdida parcial o completa de los nervios sensoriales corneales conlleva

desordenes en el epitelio corneal tales como la erosion y defectos epiteliales
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persistentes. Si estos defectos epiteliales persisten en el tiempo, las funciones bioldgicas

de las células epiteliales pueden verse alteradas y producirse ulceras corneales.

1.5.- RUTAS INTRACELULARES: MAPK, CITOESQUELETO Y
FOSFOLIPASA C/PROTEINA QUINASA C (PLC / PKC).

Varias rutas de transduccion de sefiales intracelulares se han visto implicadas en
la migracion del epitelio corneal. Tales rutas son: 1) la ruta de las MAPK; 2) la familia
de GTPasas Rho y 3) la via intracelular Fosfolipasa C / Proteina Quinasa C (PLC /
PKC).

1.5.1.- Proteinas Quinasas Activadas por Mitégeno (MAPK).

Las células reconocen y responden a estimulos externos mediante programas
intracelulares especificos como la cascada de activacion de las Proteinas Quinasas

Activadas por Mitdégeno (MAPK).

Todas las células eucariotas poseen multiples rutas MAPK que de forma
coordinada regulan un amplio espectro de actividades celulares como por ejemplo la
expresion génica, la mitosis, el metabolismo de motilidad, la supervivencia y la
apoptosis, y la diferenciacion. En mamiferos, se han caracterizado cinco grupos de
MAPK: 1) Quinasas reguladas por sefial extracelular (ERKs) 1 y 2 (ERK1/2); 2) c-Jun
quinasas amino-terminal 1, 2 y 3 (JNKs); 3) p38 isoformas o, B, Yy 0; 4) ERKs 3y 4y
5) ERK 5 (Chen et al., 2001; Kyriakis y Avruch, 2001). De momento, los grupos de
MAPK mas exhaustivamente estudiados en vertebrados son ERK1/2, c-Jun y p38.

Las MAPK se estimulan por una gran variedad de estimulos, pero podemos
resumir que las ERK1/2 se estimulan preferentemente por factores de crecimiento y
esteres de forbol, mientras que JNK y p38 responden a estimulos de estrés que van

desde el shock osmdtico a la estimulacion por citoquinas (Pearson et al, 2001).

Aunque cada familia de las MAPK tiene caracteristicas inicas, comparten una

serie de cualidades (Figura 11). Cada familia estd compuesta por una serie de tres
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quinasas conservadas en la evolucion que actuan de forma secuencial: de abajo a arriba

encontramos una MAPK, una MAPK quinasa (MAPKK) y una MAPKK quinasa

(MAPKKK).

Estimulo Mitogenos Stress/citoquinas
M A-Raf, B-Raf MEKK1-4,LLK, MLK2
MAPKKK Raf-1, c-Mos TIp-2, ASK1, TAK1
l TAOQ1/2
MAPKK MEK1 MEK3 MEK4
MEK2 MEK6 MEK
PDK1
MAPK ERK1 p38 JNK
ERK2 isoforms 1/2/3
v ?
MK
RSK1 MSK1 MNK1 MK2 MK5
RSK2 MSK?2 MNK?2 MK3
RSK3
v RSK4 l
o Inflamacion
Respuesta Cfreclmnento Apoptosis
. g Di erenciacién Crecimiento
Blologlca Desarrollo Diferenciacion

Figura 11: Cascada de serializacion de las MAPK (Roux et al., 2004). El estimulo externo activa la
cascada secuencial de MAPKKK, MAPKK, MAPK y MK antes de producir la respuesta fisiologica.

Las MAPKKKSs son unas serin/treonin quinasas activadas frecuentemente por
fosforilacién o como resultado de la interaccidon con proteinas pequefias de union a GTP
de la familia Ras/Rho en respuesta a estimulos extracelulares. Estas MAPKKKSs
fosforilan y activan a las MAPKKs que en ultimo término activan las MAPKs a través
de una fosforilacion dual en residuos de Treonina y Tirosina localizados en el bucle de
activacion del subdominio quinasa VIII. Una vez activadas, las MAPKs fosforilan
sustratos diana en Serina o Treonina que van seguidos de Prolina incluyendo
Fosfolipasas, factores de trascripcion y proteinas de citoesqueleto. Las MAPKs también
catalizan la fosforilacion y activacion de proteinas quinasas denominadas MKs

(proteinas quinasas activadas por MAPK) que representan un paso enzimatico y de
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amplificacion en la cascada catalitica de las MAPKs. Estas MKs son quinasas que
median un amplio rango de funciones bioldgicas en respuesta a mitogenos y a estimulos
de estrés. Ademas, la especificidad de la cascada de las MAPK estd mediada por la

interaccion con proteinas de andamiaje.

1.5.1.1.- Médulo ERK1/2.

El modulo de las ERK1/2 se conoce como la cascada clésica de las quinasas
activadas por mitégeno, y esta constituida por las MAPKKKSs A-Raf, B-Raf y Raf-1, las
MAPKKs MEK1 y MEK?2 y las MAPKs ERK1 y ERK2. Tanto ERK1 como ERK2 (43
y 41 KDa respectivamente) comparte un 83 % de aminoécidos y se expresan en todos
los tejidos (Chen et al., 2001) en un rango estimado de concentracion de 100 a 500 nM.
Se activan por factores de crecimiento, suero, esteres de forbol, ligandos de los
receptores acoplados a proteinas G, citoquinas, estrés osmotico y desorganizacion de los

microtibulos (Lewis et al., 1998).

Se conoce la estructura tridimensional tanto de la forma fosforilada como de la
forma no fosforilada de ERK2. Como otras proteinas quinasas, ERK2 esta constituida
por dos dominios. El dominio N-terminal estd formado por ldminas 3 unidas por dos a-
hélices, a hélice C y la a hélice L16 que participa con una extension C-terminal hacia el
centro catalitico. El dominio C-terminal consiste en una serie de a-hélices con cuatro
laminas B que contienen residuos implicados en la catalisis. Ambos dominios son
capaces de rotar tanto de forma separada para permitir la liberacion de los sustratos,
como conjuntamente para cerrar el sitio activo, y todo esto es posible gracias a la
existencia de un conector flexible que une ambos dominios. El sitio activo se localiza en
la zona entre los dominios (Zhang et al., 1994; Canagarajah et al., 1997). Un bucle de
superficie, L12, en el exterior del centro activo controla los cambios de conformacion
de la proteina quinasa. Los dos sitios fosfoaceptores Y185 y T183 de ERK2, se
localizan en este bucle L12 y deben estar ambos fosforilados para activar la quinasa
(Robbins et al., 1993). Esta fosforilacion incrementa sustancialmente la actividad de
ERK2, produciéndose la misma en residuos de Tirosina seguidos de Treonina. Una vez
que ERK?2 se fosforila en el residuo de Tirosina, se produce la fosforilacion en el

residuo de Treonina y se activa la quinasa.
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El mecanismo de actuacion de esta ruta es el siguiente: Los receptores de la
superficie celular tipo Tirosin quinasa (RTK) y los receptores acoplados a proteinas G
transmiten la sefial de activacion a la cascada Raf / MEK / ERK a través de diferentes
isoformas de las proteinas de uniéon a GTP de la familia Ras. La activacion de Ras se
logra por el reclutamiento de SOS. Estas moléculas SOS estimulan en Ras el
intercambio de GDP por GTP con la consecuente activacion e interaccion de un amplio
rango de efectores incluyendo isoformas de la serin/treonin quinasa Raf. El mecanismo
exacto de activacion de Raf es todavia poco conocido, pero requiere la unién de Ras asi
como multiples eventos de fosforilacion en membrana (Chong et al., 2003). Ras
activada se une y fosforila a la quinasa dual MEK1/2 que en turnos fosforilan a Erk1/2
en motivos conservados de Thr-Glu-Tyr (TEY). La activacion de tnicamente el 5 % de
las moléculas de Ras es suficiente para inducir una activacion completa de ERK1/2

(Hallberg et al., 1994).

ERK1/2 se distribuyen por todas las células quiescentes, pero tras la
estimulacion, se produce una acumulaciéon de ERK1/2 en el nticleo. La retencion en el
nucleo, la dimerizacion, la fosforilacion y la liberacion de los anclajes citoplasmaticos
parece que juegan un papel muy importante en la acumulacion de las ERK1/2 en el
nucleo (Pouyssegur et al., 2002). La sefializacion de las ERK1/2 es un regulador clave
de la proliferacion celular. Los sustratos que fosforila la activacion de ERK1 y ERK2
incluyen proteinas de membrana (CD120a, Syk y calnexina), sustratos nucleares (SRC-
1, Pax6, NF-AT, Elk-1, MEF2, c-Fos, c-Myc y STAT3), proteinas de citoesqueleto
(neurofilamentos y paxilina) y varias MKs (Chen et al., 2001).

Una de las proteinas mas importantes que determinan la localizacion de ERK1/2
es MEK1 (Rubinfeld et al., 1999). MEK1 es tan abundante como ERK?2 y se encuentra
frecuentemente en el citoplasma debido a secuencias NES (secuencias para transporte
activo al nucleo). Cuando se suprimen estas NES se produce la acumulacion de MEK1
en el nucleo. La co-expresion de MEK1 produce la exclusion del nucleo de ERK2
mientras las células estan en quiescencia, lo que indica que MEKI es suficiente para
mantener la localizacion de ERK2, aunque esto no prueba que sea MEKI1 el unico

responsable de la exportacion de ERK2 (Rubinfeld et al 1999).
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Encontramos dos compuestos estructuralmente relacionados y que son
inhibidores no competitivos especificos de la ruta de las ERK en células en cultivo:

U0126 y P98059.

5.1.2.- Mé6dulo p38.

p38 es el segundo componente de la familia MAPK en las células de mamifero.
Esta ruta consiste en una serie d¢ MAPKKKSs que incluyen MEKKs 1 a 4, MLK 2 y -3,
DLK, ASKI1, Tpl2 y Takl, seguido de las MAPKKs MEK3 y MEK6 (también
denominadas MKK3 y MKK®6), que llevan a la activacion de las cuatro isoformas de
p38 (a, B, vy d) (Kyriakis et al., 2001). MEK3 y MEK®6 son selectivas de p38 y no
activan ni a ERK1/2 ni a JNK. Sin embargo, MEK4 tiene afinidad tanto por p38 como
por JNK, lo que nos indica que es un punto de integracion entre ambas rutas (Brancho et

al., 2003).

La isoforma a de la quinasa p38 comparte un 50 % de homologia en la
secuencia de aminoacidos con ERK2. En las células de mamifero, las isoformas de p38
estan fuertemente activadas por estrés ambiental y citoquinas de inflamacion pero no se
activan de forma apreciable por mitdogeno. La mayoria de los estimulos que activan la
ruta de p38 también activan la ruta JNK, aunque solo p38 se inhibe con la droga anti-
inflamatoria SB203580. Las diferencias de expresion, activacion y especificidad de
sustratos de las diferentes isoformas de p38 resultan en la divergencia de funciones

biologicas en los diferentes contextos celulares.

p38 esta constituida por poco mas a parte del dominio catalitico. Las extensiones
cortas N- y C-terminales tienes poca homologia con otras proteinas a excepcion de las
quinasas de la familia JNK. La topografia de p38 es similar a la de ERK2 aunque

existen grandes diferencias en el bucle de activacion (Zhang et al., 1994).

El mecanismo de activacion de esta ruta es el siguiente: MEK3 y MEK6 se
activan por la bateria de MAPKKKs mencionadas anteriormente que se activan en
respuesta a estrés tanto fisico como mecanico, como es el caso del estrés oxidativo, la

radiacion UV, la hipoxia, la isquemia y varias citoquinas (entre las que encontramos a
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IL-1 y a TNFa) (Chen et al., 2001). Mientras que MEK®6 activa todas las isoformas de
p38, MEK3 es selectivo de las isoformas o y . Esta especificidad en la activacion de
p38 es el resultado de la formaciéon de complejos funcionales entre MEK3/6, las

distintas isoformas de p38 y el bucle de activacion de las isoformas de p38 por MEK3/6
(Enslen et al 2000).

Se ha localizado la presencia de p38 tanto en el niicleo como en el citoplasma de
células quiescentes, pero tras la estimulacion, la localizaciéon celular de p38 no esta bien
definida. Algunas evidencias sugieren que tras la activacion se produce una traslocacion
de p38 del citoplasma al ntcleo (Raingeaud et al., 1995) pero otros autores indican que
la activacion de p38 también se localiza en el citoplasma de las células estimuladas

(Ben-Levy et al., 1995).

Existen una gran cantidad de evidencias que indican que la actividad de p38 es
critica para unas respuestas inflamatorias e inmunes normales. p38 se activa en
macrofagos, neutrofilos y linfocitos T gracias a la actuacion de mediadores
extracelulares de inflamacion que incluyen quimioatrayentes, citoquinas, quimioquinas
y lipopolisacaridos bacterianos (Ono et al., 2000). En macrofagos y neutrofilos, p38
participa en la respuesta funcional que incluye quimiotaxis, exocitosis granular,
adherencia y apoptosis, y en los linfocitos T, p38 media también la diferenciacion y la
apoptosis mediante la regulacion de la produccion del interferon gamma (Ono et al.,

2000).

1.5.1.3.- Médulo JNK.

El primer miembro de la familia JNK se aisl6 del higado de rata inyectado con
cicloheximida (Kyriakis et al., 2001). De los miembros de esta familia (JNK1, JNK2 y
JNK3) existen 10 o mas isoformas y se expresan de forma ubicua, aunque JNK3 se
expresa primariamente en cerebro. Se han identificado como proteinas quinasas
activadas por estrés, y su actividad incrementa en respuesta a citoquinas, radiaciéon UV,
deprivacion de factores de crecimiento, agentes que dafian el ADN y, en menor grado,
algunos receptores acoplados a proteinas G, suero y factores de crecimiento (Kyriakis et

al., 2001). Estan involucradas en la produccion de citoquinas y otras moléculas de
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respuesta inflamatoria que realizan su funcioén principalmente en el sistema inmune, en
la apoptosis inducida por estrés, la reorganizacion del citoesqueleto y la transformacion

celular (Otto et al., 2000).

Como ERK1/2 y p38, la activacion de JNK requiere la fosforilacion dual en
Tirosina y Treonina en motivos conservados de Thr-Pro-Tyr (TPY). Estas quinasas
contienen la misma estructura de nticleo ya descrita para ERK2, pero con importantes
modificaciones en la conformacion del bucle de activacion que reflejan las diferencias

en el mecanismo de regulacion (Xie et al., 1998).

El mecanismo para la activacion de JNK viene definido por la activacion de
receptores acoplados a proteinas G. Aunque Gi es un elemento frecuente en la
activacion de JNK, los mecanismos efectores unidos a JNK, particularmente sobre el

calcio, pueden ser dependientes de ligando o de tipo celular.

Las quinasas JNK se traslocan desde el citoplasma al nucleo tras la estimulacion
(Mizukami et al., 1997). Un sustrato conocido de JNK es c-Jun, siendo también los
siguientes factores de trascripcion también sustrato de las quinasas JNKs: ATF-2, NF-
ATCI, HSF-1 y STAT3 (Chen et al, 2001). Mientras que algunas dianas
citoplasmaticas de JNK son conocidas, el hecho de que la estimulaciéon de JNK no
exhiba una exclusiva localizacién nuclear, sugiere que hay muchos sustratos

citoplasmaticos todavia desconocidos.

Como ERK2, la actividad de las quinasas JNK estd influenciada por las
hormonas nucleares. Swantek et al., en el afio 1997 demostraron que la activacion de
JNK en macréfagos se inhibe por glucocorticoides de una manera que depende de la
presencia de receptores nucleares, y Gonzalez et al., en el afio 2000 observaron como la
dexametasona inhibia la formacién de TNFa inducida por la fosforilacion de JNK en

células HeLa.
Los inhibidores farmacolégicos de JNK no estan todavia disponibles, pero

Maroney et al., en 1998, y Saporito et al., en 1999, realizando una separacién de

moléculas, identificaron una molécula que promovia la supervivencia celular: CEP-
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1347. Este compuesto previene la muerte de las neuronas que han sido deprivadas de
factores de crecimiento e inhibe la activacion de JNK1. Este inhibidor también inhibe la
activacion de JNKI1 por radiacion ultravioleta, shock osmoético e inhibidores de
glicosilacion en fibroblastos. No se ha visto inhibiciéon de ERK2 ni de p38 con este

inhibidor, lo que indica que tanto ERK2 como p38 no se ven afectados por CEP-1347.

1.5.2.- Familia Rho GTPasas.

Los miembros de la familia Rho GTPasas se encuentran en todos los organismos
eucariotas y regulan la motilidad y la polaridad celular mediante efectos en el
citoesqueleto, en el trafico de membranas y en la adhesion celular (Jaffe y Hall, 2005;
Jiang y Ramachandran, 2006). La mayoria de las Rho GTPasas actuan en las
membranas y afectan a los movimientos de las mismas mediante cambios en el

citoesqueleto de actina asociado a estas.

En mamiferos, encontramos que esta familia estd constituida por 22 miembros,
muchos de los cuales afectan a la morfologia celular (Jaffe y Hall, 2005). Los miembros
mejor estudiados de esta familia de GTPasas son RhoA, Racl y Cdc42. Al mismo
tiempo que RhoA, se caracterizaron RhoB y RhoC, pero estos no han recibido tanta
atencion como el primero debido a la extensa homologia entre los tres y porque estudios
de sobre-expresion indican que al igual que RhoA, inducen la formacion de fibras de
estrés en las células (Ridley, 2001). Racl y Cdc42 son los encargados de inducir las
profusiones de membrana conocidas como lamelipodios y filopodios mediante la
estimulacion de la polimerizacion de actina. Otros miembros de la familia, incluyendo a
RhoG, RhoD, TC10 y Rif (también denominado RhoF), también inducen las
profusiones de membrana basadas en la actina (Murphy 1999; Ellis y Mellor 2000;
Aspenstrom et al., 2004). Por otro lado, otros miembros de la familia, que incluyen
RhoA, RhoB, RhoD y Cdc42, modifican pasos especificos del trafico de vesiculas entre
diversos compartimentos intracelulares, como por ejemplo exocitosis o el transporte
Golgi-Reticulo Endoplasmatico, para lo cual es fundamental la capacidad de estas

GTPasas para inducir la polimerizacion de actina (Egea et al., 2000).
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La mayoria de las proteinas de esta familia pueden unir GTP y GDP y tienen
actividad GTPasa intrinseca. En la conformacion que une GTP, estas proteinas se unen
y activan proteinas diana. La actividad se regula mediante GEFs (factores de
intercambio de nucledtidos de guanina) que estimulan la salida de GDP y la unién de
GTP, y también se regula mediante GAPs (proteinas que activan la GTPasa) que
catalizan la hidrélisis de GTP convirtiendo la proteina en la conformacién inactiva que

une GDP (Figura 12).

Figura 12: Regulacion de la activacion de las proteinas de la familia Rho GTPasa.

La estructura ntcleo de las proteinas Rho GTPasas se puede ver en la Figura 13.
Algunos de los miembros de la familia poseen una extension N-terminal, la region
hipervariable C-terminal es mas o menos larga, e incluso pueden contener dominios
adicionales. El dominio efector que se encarga del intercambio de GTP por GDP es el
que se requiere para activar los segundos mensajeros. La region hipervariable es muy
diferente entre los tres isoformas de Rho o Rac y puede incluir regiones polifasicas o
zonas de palmitoilaciéon. La caja CAAX contiene residuos de Cisteina que son
prenilados (con un grupo farnesilo o geranilgeranilo) y que subsecuentemente
transforman los tres aminodcidos finales (dos aminodcidos alifaticos y un aminoacido

C-terminal variable) por un grupo metilo.
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Figura 13: Estructura primaria de las proteinas Rho GTPasas (Ridley, 2006).

La actividad y localizacion de algunas de las proteinas de la familia Rho se
regulan por fosforilacion, y para modificar la dinamica de membranas, las proteinas Rho
GTPasas deben actuar sobre la membrana, activandose en la misma mediante los GEFs
(Rossman et al., 2005). Las modificaciones post-traslacionales son criticas para la union
a las membranas, siendo frecuentemente estas modificaciones la prenilaciéon (con un
grupo farnesilo o geranilgeranilo) o la palmitoilacion en el extremo C-terminal, lo que
facilita la union a las membranas e incluso la localizacion especifica en membranas de

compartimentos subcelulares.

Los inhibidores de Rho (RhoGDIs) se unen a la mayoria de las proteinas Rho,
pero no a todas, y previenen la interaccion con las membranas mediante el
enmascaramiento del grupo prenilo e inhibiendo la unién con las dianas efectoras
(DerMardirossian y Bokoch, 2005). En mamiferos encontramos tres tipos de RhoGDIs:
RhoGDIs a, RhoGDIs B y RhoGDIs y (Dovas y Couchman, 2005). Las proteinas
RhoGDIs son fosforiladas por multiples quinasas lo que hace que faciliten o inhiban la
interaccion con las proteinas Rho GTPasas dependiendo del sitio de fosforilacion

(Dovas y Couchman, 2005).

Las proteinas Rho juegan un papel central en la regulacion de la forma celular, la
polaridad y el movimiento mediante sus efectos en la polimerizacioén de la actina, en la
contractilidad de la actomiosina, en la adhesion celular y en la dindmica de los

microtubulos (Ridley et al., 2003). Se cree que Rho actia en el polo posterior de la
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célula migrante para promover el movimiento, mientras que Rac actia en el frente para
estimular las profusiones de membrana mediadas por actina, aunque no estd

completamente claro el que las células migrantes se dividan en zona Rac y zona Rho.

Las proteinas Rho GTPasas activan dos tipos de moléculas que facilitan de
forma directa la polimerizacion de actina: las proteinas WASP/WAVE (Proteina del
sindrome Wiskott-Aldrich) y las DRFs (Diaphanous-related formins). Las proteinas
WASP/WAVE inducen la polimerizaciéon de actina via el complejo Arp2/3 lo que
estimula la formacion de filamentos de actina nuevos separados del filamento existente
(Millard et al.,, 2004). La capacidad de las proteinas WASP para estimular la
polimerizacién de la actina esta regulada tanto por fosforilacion como por interacciones
proteina — proteina (Stradal y Scita, 2006). Las DRFs Dial, Dia2 y Dia3 estimulan la
nucleacion y la extension de filamentos de actina pre-existentes. Se unen como dimeros
a los extremos del filamento de actina y previenen la unién de proteinas tapoén que son
las que terminan la polimerizacion del filamento de actina (Kovar, 2006). Cada una de
estas proteinas se activa por diversos miembros de la familia de proteinas Rho (Higgs,
2005). Las DRFs actian junto con ROCK (proteina diana de Rho) para mediar la
formacion de las fibras de estrés (Ridley et al., 2003).

Las proteinas Rho también pueden afectar a la polimerizacion de la actina
mediante la regulacion de Cofilina, un factor que despolimeriza la actina. Las quinasas
LIM (LIMKSs) fosforilan de forma directa esta Cofilina y la inactivan lo que conlleva un
aumento en la polimerizacién de la actina (Huang et al., 2006). Tanto las proteinas
ROCK como las proteinas PAKs (activadas por Rac / Cdc42) fosforilan y activan las
LIMKSs.

Los microtibulos son también esenciales tanto para determinar la polaridad de
las células como para el trasporte vesicular y el trasporte intracelular. La accién
concertada de ROCK con las DRFs es esencial para la regulacion de la polaridad celular
y la reorganizacion de los microtubulos. ROCK fosforila a las proteinas TAU y MAP2

que son las que regulan la estabilidad de los microtibulos (Riento, 2003).
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Para que las células se puedan mover deben alternar entre adhesiones célula —
célula y adhesiones célula - matriz extracelular. Las proteinas Rho juegan un papel
fundamental en el mantenimiento de la integridad de estas adhesiones (Burridge y
Wennerberg, 2004). La pérdida o el debilitamiento de las uniones célula — célula es
esencial para la migracion de las células epiteliales y debe regularse de forma reciproca
tanto por ROCK como por DRFs. En las células en migracion se ha visto que RhoA
tiene un papel clave en el recambio de las adhesiones célula — matriz extracelular en el
polo posterior de la célula. Rho induce un aumento tanto en el nimero como en el
tamafio de las adhesiones focales basadas en integrinas en gran parte de las células
adherentes y se requiere para la formacion de podosomas tanto en células dendriticas

como endoteliales (Ridley, 2000; Linder y Aepelbacker, 2003).

Por 1ltimo, se conoce por un lado que el Acido Lisofosfatidico es un activador
de Rho, y estimula la migracion en bloques de cornea de conejo in vitro, y por otro, la

Exoenzima C3 actia como inhibidor de Rho, inhibe la migracion epitelial.

1.5.3.- Ruta Fosfolipasa C /Proteina Quinasa C.

1.5.3.1.- Fosfolipasa C.

Las Fosfolipasas (PL) son enzimas que convierten los fosfolipidos en acidos
grasos y otras sustancias lipofilicas. Existen cuatro clases de Fosfolipasas, denominadas

PLA (subdividida en Al y A2), PLB, PLC y PLD.

El enzima Fosfoinositido Fosfolipasa C (PLC) es una familia de enzimas
intracelulares eucariotas con un papel fundamental en la transduccion de sefales
(Meldrum et al., 1991). En general este enzima se denomina como Fosfolipasa C,
aunque otras tres familias de Fosfolipasas C se han identificado en bacterias y en
Tripanosomas (Carrington et al., 1998; Griffith y Ryan, 1999). Este enzima pertenece a
la familia de las hidrolasas, y mas concretamente a aquellas enzimas con actividad sobre
los enlaces fosfodiester. Participa en el metabolismo del Fosfatidilinositol bifosfato

(PIP,) y en las rutas de sefalizacion lipidicas de manera Calcio dependiente.
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La funcidn catalitica del enzima PLC se lleva a cabo en la membrana plasmatica
donde el sustrato (PIP;) esta presente. La union del enzima a la membrana esta mediada
en su mayoria por dominios de unioén a lipidos (como por ejemplo el dominio PD o el
dominio C2) que tienen distinta afinidad por los diferentes fosfolipidos que componen
la membrana plasmatica. Es importante tener en cuenta, que la PLC no solo esta
presente en la membrana plasmatica, sino que diversas investigaciones han descubierto
la localizacion de PLC en otras regiones subcelulares como son el citoplasma y el
nucleo (D’Santos et al., 1998; Cocco et al., 2001; Irvine, 2003). Parece claro que el
metabolismo nuclear de los fosfoinositidos es independiente del de la membrana
plasmatica (Manzoli et al., 1999 y 2004). Cambios especificos en el metabolismo
nuclear de los Fosfoinositidos se han implicado en el crecimiento celular, la
diferenciacion y la progresion de tumores (Divecha et al., 2000; Tamiya-Koizumi,

2002).

Todos los miembros de la familia PLC son capaces de hidrolizar el PIP, en dos
moléculas importantes por su actuacion como segundos mensajeros: Diacilglicerol

(DAG) e Inositol trifosfato (IP3) (Figura 14) (Szumilo y Rahden-Staron, 2008).

Fosfalipasa C

PIP, / DAG
Extracelular ) A
A—> B — 1 [
Intracelular LL I_L)
°
Proteina
Quinasa C

IP,®

Fosforilacion de sustratos

Canal Ca?* Reticulo
sensible a IP; Endoplasmatico

Figura 14: Ruta de activacion de la Fosfolipasa C.
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Los productos generados tras la hidrdlisis del PIP, modulan la actividad de
proteinas efectoras que desencadenan respuestas de proliferacion, diferenciacion,
apoptosis, remodelamiento del citoesqueleto, trafico de vesiculas, conductancia de
canales de iones, funciéon neuroendocrina y neurotransmision (Szumilo y Rahden-
Staron, 2008). IP; es soluble y difunde hacia el citoplasma donde interacciona con
receptores para IP3 en el Reticulo Endoplasmatico, produciendo la salida de Calcio del
mismo y aumentando por tanto los niveles intracelulares para este cation. Mientras
tanto, DAG permanece unido a la cara interna de la membrana plasmatica donde va a
reclutar al enzima Proteina Quinasa C (PKC) que se va a activar con la union de iones
de Calcio. Todo esto resulta en respuestas celulares realizadas por la estimulacion de

proteinas sensibles a Calcio como por ejemplo la Calmodulina (Zheng et al., 2008).

La familia PLC estd compuesta por seis subfamilias que comprenden un total de
13 isoformas: PLC-0 (1, 3 y 4), -B (1-4), -y (1, 2), -¢, -, y la méas reciente —m (1, 2).
Segun la subfamilia, la activacion es variable, siendo esta debida a la activacion de las
subunidades G4q 0 Ggy de proteinas G o mediante activacion de receptores de membrana
con actividad Tirosin Quinasa intrinseca o asociada (Sternweis y Smrcka, 1992).
Ademas, miembros de esta familia de PLC estdn implicados en la activacion la
superfamilia de GTPasas de Ras (subfamilias de Ras y Rho). Es importante mencionar
que todas las isoformas de PLC requieren Calcio para su activacion, y por tanto, muchas

de estas isoformas poseen multiples sitios de unién a Calcio en el dominio catalitico.

PLC-6.

Subfamilia formada por tres miembros: 51 (85 KDa), 82 y 83. Se activa por altos
niveles de Calcio generados por otros miembros de la familia PLC, y funcionan como
amplificadores de Calcio en la célula. La union de PIP, al N-terminal del dominio PH es
muy especifico y produce la activacion del nticleo catalitico, lo que ayuda ademads a la
union especifica del enzima a la membrana plasmatica. Para acceder mas facilmente al
sustrato se producen interacciones ionicas entre los grupos fosfato de PIP, y residuos
cargados del dominio PH del enzima. La isoforma PLC-31 posee un dominio rico en
leucinas con funcidén de sefializador nuclear (NES), lo que hace que esta isoforma sea

traslocada dentro y fuera del nucleo. Esta isoforma PLC-51 es el miembro de la familia
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PLC mejor caracterizado y del que primero se obtuvo la difraccion por rayos X. Ademas,
como es la Unica isoforma que se expresa en organismos eucariotas inferiores, se la

considera el prototipo de PLC (Singer et al., 1997).

PLC-B.

Las isoformas PLC-B (1-4) (120-155 KDa) se activan por la subunidad Gq a
través de su dominio C2 y la extension C-terminal. La subunidad Gg, solo activa las
isoformas B2 y B3 mediante el dominio PH. Este dominio juega un papel dual, uniendo
por un lado el enzima a la membrana y por otro creando un sitio de interaccion para el
activador catalitico. Miembros de la familia de GTPasa Rho (por ejemplo Racl, Rac2,
Rac3 y Cdc42) estan implicados en la activacion de estas isoenzimas mediante la unién
a un sitio alternativo en la zona N-terminal del dominio PH seguido del reclutamiento a
la membrana plasmatica. También se ha visto que la isoforma PLC-B1 reside en el
nucleo celular (Cocco et al., 2001). Una regién de aminoéacidos basicos localizada en la
cola C-terminal funciona como sefial localizadora nuclear para importar PLC-f1 al
nucleo. PLC-B1 parece que juega papeles algo inespecificos en diferenciacion y

proliferacion celulares.

PLC-y.

Con un peso molecular de 120 a 155 KDa se activa por receptores Tirosin
Quinasa debido a la presencia de dos dominios SH2 y de un dominio SH3 situado en
medio del dominio PH. Aunque no contienen regiones de sefalizacion nuclear, se ha

visto la presencia de esta isoforma en diversas lineas celulares.

PLC-¢.

Con pesos moleculares de 230 a 260 KDa se activan mediante GTPasas de la

familia de Ras y Rho.
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PLC-C.

El mecanismo de activacion es desconocido. Parece implicado en la fertilizacion
de los vertebrados mediante la produccion de importantes oscilaciones en los niveles de
Calcio intracelular en el inicio del desarrollo embrionario. Esta isoforma también posee

secuencias de localizacion nuclear.

PLC-n.

Implicada en funcion neuronal.

1.5.3.2.- Proteina Quinasa C.

Las Proteinas Quinasas dependientes de Fosfolipidos y Calcio (PKC)
representan a una familia de proteinas que juega un papel crucial mediando las
respuestas celulares a los estimulos extracelulares involucrados en proliferacion,
diferenciacion, apoptosis y exocitosis en diversos sistemas como son los islotes, las
células cromafines y el paramecio (Nishizuka, 1995). Esta familia de proteinas también
esta implicada en la fosforilacion de varias proteinas neuronales encargadas de la
regulacion de la liberacion de los neurotrasmisores y en el establecimiento del potencial
de accion a largo tiempo en la formacion de la memoria (Amadio et al., 2006). Ademas,
las PKC regulan de forma positiva o negativa las transiciones del ciclo celular,

incluyendo la entrada y salida del mismo y los puntos de control de G; y G,.

Esta familia de proteinas quinasas estd formada por 10 isoenzimas (Mellor y
Parker, 1998) divididas en tres subfamilias en base a los segundos mensajeros que
activan: PKC clésica o convencional (cPKC) (isoformas a, By, Bu, y v.), novel (nPKC)
(isoformas 0, €, n, y 0) y atipica (aPKC) (isoformas M({ y vA) (Nishizuka, 1995). Las
cPKC requieren para su activacion Calcio, DAG y fosfolipidos como la fosfatidilcolina,
las nPKC requieren solo DAG y las aPKC requieren solo Calcio. Las isoformas cPKC y
nPKC se activan por la misma ruta intracelular y de transduccion de sefales que activan

la PLC. Existe un 70 % de homologia de secuencia entre las diferentes isoenzimas PKC
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y esta homologia es mayor cuando comparamos entre clases, por ejemplo las isoformas

€ and VA, tienen un 84 % de homologia (Selbie et al., 1993).

Todas las isoformas son monoméricas y se sintetizan como un polipéptido con la
region N-terminal como dominio regulador (20 — 40 KDa) y una zona C-terminal con el

dominio catalitico (aproximadamente 45 KDa) (Corbalan-Garcia et al., 2006).

Generalmente las isoformas de PKC tienen cuatro regiones conservadas
denominadas C1 a C4 que contienen motivos ricos en Cisteina y forman el sitio de
unién a DAG. El dominio catalitico estd muy conservado entre las diferentes isoformas
y también con otras Serin / Treonin quinasas. La diferente activacion de segundos
mensajeros en cada una de las isoformas es debida a las diferencias en el dominio
regulador. El dominio regulador y la zona N-terminal de las PKC contienen subregiones

compartidas.

El dominio C1, presente en todas las isoformas de PKC, contiene sitios de unién
para DAG y para los andlogos no fisiologicos denominados esteres de forbol. Este
dominio es funcional y capaz de unir DAG tanto en las formas cPKC y nPKC, siendo

incapaz de esta union en las formas aPKC.

El dominio C2 actia como un sensor de Calcio y estd presente tanto en las
formas cPKC como nPKC, pero funciona solo como sensor de Calcio en las formas
cPKC. La regioén pseudosustrato, presente en las tres clases de PKC, es una pequeiia
secuencia de aminodcidos situada por encima del motivo rico en Cisteinas y que
mimetiza al sustrato, se une a la zona de unién a sustrato en la region catalitica y
mantiene al enzima inactivo. Cuando Calcio y DAG estan presentes en la célula a
concentracion adecuada, se unen a los dominios C1 y C2 respectivamente, reclutan a
PKC a la membrana, se produce la salida del pseudosustrato de la region catalitica y se

produce la activacion del enzima.

Los dominios C3 y C4 forman las regiones de uniéon a ATP y al sustrato

respectivamente.
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La forma inactiva de PKC no se distribuye de forma libre por el citoplasma
celular sino que se localiza en zonas concretas. Esta localizacion esta facilitada por la
asociacion de PKC con proteinas de andamiaje como son AKAP79 (Proteina Quinasa
de Ancleje A 79) y Gravin (Gelman, 2002; Higashida et al., 2005). AKAP79 se une a
varias isoformas de PKC incluyendo a, Bi, 0, € y . En el caso de Py, la asociacion
puede romperse por Calcio / Calmodulina, liberando a Py para que trasloque a la
membrana plasmatica. Las secuencias consenso de PKC son similares a las de la
Proteina Quinasa A (PKA) ya que ambos enzimas contienen aminoacidos basicos

cercanos a los residuos de Serina / Treonina que van a ser fosforilados.

Para que esta secuencia de activacion pueda llevarse a cabo, el enzima debe estar
adecuadamente plegado y en la conformacién permisiva para la accion catalitica, lo que
se consigue mediante la fosforilacion de la misma. cPKC y nPKC tienen tres sitios de
fosforilacion denominados bucle de activacion, motivo de giro y motivo hidrofobico,
mientras que las aPKC se fosforilan solo en el bucle de activacion y en el motivo de
giro, ya que la fosforilacion en el motivo hidrofobico es innecesaria debido a la
presencia de un residuo de Acido Glutamico, en el lugar donde deberia haber una
Serina, que al tener carga negativa, actlia de forma similar a un residuo fosforilado.
Estos eventos de fosforilacion son esenciales para la actividad del enzima, y la Proteina
Quinasa dependiente de Fosfoinositidos-1 (PDK1) es la quinasa responsable del inicio

de los procesos de transfosforilacion del bucle de activacion (Balendran et al., 2000).

Cuando se produce la uniéon de una hormona o una molécula efectora a su
receptor de membrana, se produce la activacion de la Fosfolipasa C o la Fosfolipasa A,
(PLA,) via la activacion de proteinas G. La activaciéon de PLC produce la hidrélisis del
PIP, para producir DAG e IPs. IP3 produce la salida del Calcio endogeno que se va a
unir a PKC. Esta unién de Calcio produce la traslocacion de PKC a la membrana donde
interacciona con DAG y se transforma en el enzima completamente activo (Shemarova,

2007).
La traslocacién de PKC a la membrana se produce mediante proteinas RACK

(receptor unido a membrana para proteinas PKC activadas) (Schechtman y Mochly-

Rosen, 2001). Las PKC tienen una activacion prolongada y se mantienen activadas
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cuando la activacién original o la ola de Calcio inicial han finalizado. Esto es
presumiblemente debido a la produccion de DAG a partir de la Fosfatidilcolina

mediante una Fosfolipasa o bien mediante el papel que juegan los acidos grasos.

Una vez activada la PKC, esta fosforila a otras proteinas alterando la funcion de
estas. Sin embargo, las proteinas que van a ser fosforiladas por PKC dependen del tipo
de célula en la cual se activa la PKC. Por esto, los efectos de PKC son célula

especificos.
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2.- HIPOTESIS Y OBJETIVOS DE TRABAJO.

El estudio de los efectos bioquimicos y fisiologicos de los nucleotidos y
dinucleotidos en las diferentes estructuras oculares, sugiere la posible im portancia de
estas moléculas en la re -epitelizacion corneal (cicatrizacidon). En es tudios realizados en
nuestro laboratorio durante los afios 2001 a 2004 se com probo que la instilacion de
mono y dinucledtidos en lesiones corneales superficiales rea lizadas en conejos
aceleraban la velocidad de re -epitelizacion (Pintor et al., 20 04a). Este h echo hace que
sea de gran interés con ocer los m ecanismos fa rmacolédgicos, m oleculares (segundo s
mensajeros) y citoldgicos (cito esqueleto) que subyacen bajo dicha accion, ya que se
podria pensar en emplear estos com puestos para el tratam  iento de erosiones
superficiales y com o tratam iento com plementario tras las operacion es de cirug ia
refractiva. Para ello debem os deponer el m odelo del cone jo entero para trabajar en un

modelo de cultivo de epitelio corneal que permita realizar estudios a nivel molecular.

Nuestra hipétesis (Figura 15) es que la activacion de los receptores de tipo P2Y
presentes en las ¢ €lulas del ep itelio corneal inician una secu encia d e acontecim ientos
intracelulares en los que interv iene la cascada de las MAP quinasas y presum iblemente
la proteina Rho, que a su vez desencadena  finalmente la activacion del citoesqueleto
para que este perm ita a las células producir filopodios y  lamelipodios, y por

consiguiente la migracion celular, paso fundamental en el proceso de cicatrizacion.

Polimerizacion — despolimerizacion ACTINA

!

MIGRACION CELULAR

Figura 15: Modelo de actuacion de los nucledtidos via P2Y en la re-epitelizacion corneal.
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Los objetivos propuestos en este trabajo son los siguientes:

1.- Estudio de laim plicacion de los dinucle6t idos de adenina en la fase de

migracion celular del proceso de re-epitelizacion corneal.

1.1.- Extraccion y cultivo de las células del epitelio del corneal.

Puesta a punto del protocolo de cultivo primario de células de epitelio corneal de

conejo para la realizacion de los ensayos farmacologicos.

1.2.- Estudio de la migracion celular co mo consecuencia de la aplicacion de

dinucleodtidos y nucleotidos.

Comprobar si la aplicacion de los dinuc leotidos y nu cleotidos a ctivan la
maquinaria celular que permite el desplazamiento de las células de un modo mas
eficaz que en ausencia de los ag onistas. Es decir, comprobar s i el efecto

observado in Vvivo se reproduce in vitro con las mismas caracteristicas.

1.3- Estudio farmacolégico de los receptores purinérgico s P2Y presentes en

células del epitelio corneal en cultivo.
El estud io farm acoldgico para con ocer lo s receptores P2Y im plicados en la
migracion celular se realizara con los antagonistas descritos para P2Y junto a los

agonistas efectivos.

1.4- Estudio de los segundos mensajeros acoplados a los receptores P2Y.

Posible participacion de la proteina Rho y la cascada de las MAPK.

Conocer las rutas intracelulares implicadas en el proceso de migracion celular

mediante:

1) estudios de migracion celular y,
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2) estudios de activacion de ERK1/2 y ROCK-I en cultivo celular inm ortal de
epitelio corneal realizados por West  ern Blot, todos ellosem  pleando los

inhibidores especificos.

1.5- Confirmacion de la activacion del receptor P2Y; in vivo e in vitro.

Estudios de m igracion celular, inm unocitoquimica y RT-PCR e mpleando la

tecnologia del siRNA.

2.- Estudio de la implicacion en la etapa de proliferacion celular.

Ensayo de proliferacion celular in vitro en células tratadas con ApsA y ApsA en
presencia de antagonistas de las rutas  intracelulares im plicadas, asi com o el
estudio in vivo por RT-PCRq tras la activacion con Ap4A y ApsA en presencia o
ausencia del siRNA para el recepto r P2Y, de la activacion de la ciclina CCNE1
y la quinasa CDK2, un sistema implicado en el paso de fase G, a fase S del ciclo

celular, y por tanto esencial en el proceso de division celular.
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3.- MATERIAL Y METODOS.

3.1.- REACTIVOS, MEDIOS Y SOLUCIONES GENERALES.

Para la realizacion de los trabajos que dan origen a esta tesis doctoral, se han

utilizado los reactivos, medios y soluciones que se exponen a continuacion.

3.1.1.- Reactivos.

AGONISTAS, ANTAGONISTAS E INHIBIDORES

CASA COMERCIAL

aminofeniltio]butadieno)

ADP (Adenosina-5"-difosfato) Sigma-Aldrich
AG1478 (Tirfostina o N-(3-Clorofenil)-6,7-dimetoxi-4- Calbiochem
quinazolina)

ApsA (P',P>-Di(adenosina-5') trifosfato) Sigma-Aldrich
Ap,A (P',P*-Di(adenosina-5") tetrafosfato) Sigma-Aldrich
ApsA (P',P>-Di(adenosina-5") pentafosfato) Sigma-Aldrich
ATP (Adenosina-5'-trifosfato) Sigma-Aldrich
Bisindolilmaleimida I (Bis I 0 GF109203X) Sigma-Aldrich
(-)-Blebblistatina Sigma-Aldrich
Estaurosporina Sigma-Aldrich
ML-7 (1-(5-lodonaftalen-1-sulfonil)homopiperazina) Calbiochem
PAO (Oxido de Fenilarsina) Sigma-Aldrich
PDBU (Ester de forbol-12-13 dibutirato) Calbiochem
PPADS  (Acido  6-azofenil- 24"  disulfonico- Tocris
Piridoxalfosfato)

PTD4-Pfnl Cedido por Dr. Miguel Morales, UAB
RB-2 (Reactivo Azul 2) Sigma-Aldrich.
SB203580 (4-(4’-fluorofenil)-2-(4"-metilsulfinilfenil)-5- Calbiochem
(4" -piridil)imidazol)

Suramina Tocris
UDP (Uridina-5"-difosfato) Sigma-Aldrich
Up4U (Diuridina terafosfato) INSPIRE Pharmaceuticals.
UTP (Uridina-5"-trifosfato) Sigma-Aldrich
u0126 (1,4-diamino-2,3-diciano-1,4-bis[2- Sigma-Aldrich
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AGONISTAS, ANTAGONISTAS E INHIBIDORES

CASA COMERCIAL

U73122 (1-[6-[((17P)-3-Metoxiestra-1,3,5[10]-trien-17- Calbiochem
amino]hexil]-1H-pirrol-2,5-diona)
U73343 (1-[6-[((17p)-3-Metoxiestra-1,3,5[10]-trien-17- Calbiochem
amino]hexil]-2,5-pirrolidinediona)
Y27632 (4-(1-Aminoetil)-N-(4- Sigma-Aldrich

Piridil)ciclohexanocarboxamida)

REACTIVOS PARA CULTIVO CELULAR

CASA COMERCIAL

Bicarbonato sodico

Sigma-Aldrich

Dispasa Il Boehringer Mannheim Corporation
DMEM (Dulbecco’s modified medium ) Invitrogen
Gentamicina Invitrogen

MEM con sales de Earle’s y aminoacidos no esenciales Invitrogen
Penicilina-Estreptomicina Invitrogen

Piruvato sddico Sigma-Aldrich

SIRC (Statens Seruminstitut Rabbit Cornea (CCL-60))

ATCC, LCG Promochem

Suero Bovino Fetal (SBF) inactivado y activado

Invitrogen

Tripsina 0.5 M EDTA

Invitrogen

ANTICUERPOS

CASA COMERCIAL

Goat polyclonal anti-P2Y,

Sta. Cruz Biotechnology

Mouse monoclonal anti-Citoqueratina 3

Biogenesis

Mouse monoclonal anti-ERK2

Sta. Cruz Biotechnology

Mouse monoclonal anti-Fibronectina

Sta. Cruz Biotechnology

Mouse monoclonal anti-MLC2

Sta. Cruz Biotechnology

Mouse monoclonal anti-pERK

Sta. Cruz Biotechnology

Mouse monoclonal anti-pMLC2

Cell Signalling

Mouse monoclonal anti-p38

Sta. Cruz Biotechnology

Mouse monoclonal anti-pp38

Sta. Cruz Biotechnology

Mouse monoclonal-anti ROCK-I

Sta. Cruz Biotechnology
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ANTICUERPOS CASA COMERCIAL

Mouse monoclonal anti-uPA Sta. Cruz Biotechnology

Mouse monoclonal anti Vinculina Chemicon

Oregon Green Molecular Probes, Invitrogen

Donkey anti goat IgG-FITC Sta. Cruz Biotechnology

Goat anti mouse 1gG-FITC Sigma-Aldrich
Goat anti mouse 19G-HRP Sta. Cruz Biotechnology
Goat anti mouse 1gG-TRICT Sigma-Aldrich
REACTIVOS REACTIVOS
GENERALES CASA COMERCIAL GENERALES CASA COMERCIAL
Acetonitrilo Scharlau Acrilamida-Bisacrilamida Bio-Rad
AlbUimina de suero bovino Sigma-Aldrich Alumbre de Cromo Sigma-Aldrich
(BSA)
Aprotinina Sigma-Aldrich Azul de Bromofenol Sigma-Aldrich
CaCl, Panreac CyQUANT®  NF  Cell Invitrogen
Proliferation Assay
ECL sistema de deteccion Amersham Biosciences, | EDTA Sigma-Aldrich
(ECL western blotting GE Healthcare
detection reagents)
EGTA Sigma-Aldrich Gelatina Sigma-Aldrich
Glicerol Sigma-Aldrich Glicina Sigma-Aldrich
Glucosa Panreac HCI Panreac
HEPES Sigma-Aldrich Jung Tissue (medio de Leica
criomontaje)
KCI Panreac KH,PO, MERK
Leupeptina Sigma-Aldrich Membrana de nitrocelulosa Amersham
(Hybond-ECL  nitrocellulose Biosciences, GE
membrane) Healthcare
Metanol MERK 2-mercaptoetanol Sigma-Aldrich
MgCl, Panreac MgSQO, Panreac
Millipore HAWP304F0 (para Millipore NaCl Panreac
Citologia de Impresion)
NaF (Fluoruro Sédico) Sigma-Aldrich Na,HPO, Panreac
n-heptanol Sigma-Aldrich NP-40 Sigma-Aldrich

99




Material y Métodos

REACTIVOS REACTIVOS
GENERALES CASA COMERCIAL GENERALES CASA COMERCIAL
NazVO, (Ortovanadato Sigma-Aldrich Papel Whatman n°1 Whatman
Sédico)
Paraformaldehido (PFA) Sigma-Aldrich Pentobarbital Sodico Braun
Pepstatin A Sigma-Aldrich Persulfato aménico Sigma-Aldrich
PicoGreen staining (Quant-it Invitrogen PMSF (Fenilmetilsulfonil Sigma-Aldrich
dsDNA BR Reagent, Quant-iT Fluoruro)
dsDNA Brand Range Assay
Kit)
Pipes Sigma-Aldrich Reactivo Bradford Bio-Rad
SDS (Dodecil sulfato Sodicoe Sigma-Aldrich TBA (Tetrabutil amonio) Sigma-Aldrich
)
TEMED Sigma-Aldrich Tiras de Schirmer Gouche Pharma
Tris-base Sigma-Aldrich Triton X-100 Sigma-Aldrich
Tween-20 Calbiochem Vectashield medio de montaje Vector Lab Inc
REACTIVOS
BIOLOGIA MOLECULAR CASA COMERCIAL Uso
Agar Applichem Cultivos de E. coli
Agarosa Biotools Electroforesis de ADN
Agarosa de bajo punto de fusién Ecogen Electroforesis de ADN
Agua libre de RNasas Applichem Varios usos
Ampicilina Sigma Cultivos de E. coli

AmpliTaq Gold® DNA polymerase

Applied Biosystems

Reacciones de PCR

Azul Tripén Sigma-Aldrich Contaje de viabilidad celular
Bactotriptona Cultimed Cultivos de E. coli

Bromuro de etidio Applichem Electroforesis de ADN

dNTPs Biotools Reacciones de PCRy RT-PCR
25X dNTP  mixture(High-Capacity Applied Biosystems Reacciones de RT

cDNA Archive Kit)

Enzimas de restriccion: EcoRI (E) Promega Construccion de vectores, analisis
de clones de E. coli, etc
Extracto de levadura Cultimed Cultivos de E. coli

FirstChoice RLM-RACE Kit

Applied Biosystems

Clonaje Receptor P2Y,

Glicerol

Panreac

Cultivos de E. coli
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REACTIVOS
BIOLOGIA MOLECULAR

CASA COMERCIAL

uso

AMHindi Mo Bi Tek Marcador de peso molecular para
geles de ADN

Kit TOPO TA cloning kit )Estirpe DH5a Invitrogen Clonaje del receptor P2Y,

de E. coli)

100pb ladder Biotools Marcador de peso molecular para
geles de ADN

Ligasa (T4 DNA ligasa) Promega Ligaciones vector-inserto

Medio sin suero OPTI-MEM | Invitrogen Transfeccion del sSiIRNA

MgCl,

Biotools / Applied Biosystems

Reacciones de PCRy RT-PCR

Oligonucleotidos

Sigma-Genosys

Reacciones de PCR, RT, RT-
PCR, RT-PCRQ y PRCQ

PicoGreen® dsDNA Quantification Kit Invitrogen Determinacion cuantitativa de
ADN

QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen Purificacion de ADN a partir de
geles de agarosa

Qiagen RNA RNeasy Mini Qiagen Extraccion de ARN

Quicklyse Miniprep kit Qiagen Aislamiento de ADN plasmidico
(miniprep)

Quantytech SYBRGreeen PCR Kit Qiagen RT-PCRq

Reactivo de transfeccion siPORT NeoFX Ambion Transfeccion de siRNA

RiboGreen® RNA Quantitation Reagent

Molecular Probes

Determinacién cuantitativa de
ARN

SIRNA

Applied Biosystems

Tecnologia de RNAI

SuperScript 111 Reverse Transcriptase y
oligo(dT),, Kit

Invitrogen

Reacciones de RT.

Transcriptasa reversa Multiscribe (High-
Capacity cDNA Archive Kit)

Applied Biosystems

Reacciones de RT

101




Material y Métodos

3.1.2.- Medios y soluciones.

3.1.2.1.- Para extraccion del epitelio corneal.

HBSS: Hank’s Balance Salt Solution pH 7.4. Calculos para 1 litro:

COMPUESTO CONCENTRACION CANTIDAD
KCI 5.4 mM 0.40g
Na,HPO, 0.3mM 0.042 ¢
KH,PO, 0.4 mM 0.05¢
NaCl 137 mM 8¢
Glucosa 5.6 mM lg
Gentamicina 500 pg/ml 1ml

3.1.2.2.- Medios de cultivo.

DULBECCO’S MODIFIED MEDIUM (DMEM): Célculos para 500 ml:

COMPUESTO CONCENTRACION  CANTIDAD
DMEM 59
Bicarbonato sddico 3.7 9/l 1.85¢
Glucosa 2.4 g/l 1.2¢
SBF inactivado 10 % 50 ml
Penicilina - Estreptomicina 1% 5ml

MEM CON SALES DE EARLE’S Y AMINOACIDOS NO ESENCIALES:

COMPUESTO CONCENTRACION CANTIDAD
MEM 4.805 g
Piruvato sddico 1mM 0.055¢g
Bicarbonato sodico 2.2g/ 11g
SBF activado 10 % 50 mi
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3.1.2.3.- Para Inmunocitoquimica.

TAMPON FOSFATO SALINO (PBS) 10X pH 7.3: Célculos para 1 litro:

COMPUESTO CONCENTRACION CANTIDAD

NaCl 1.37 mM 809
KClI 26.8 mM
Na,HPO, 81 mM 1159

PARAFORMALDEHIDO (PFA) AL 4% EN PBS 0.15M: Calculos para 100 ml:

Disolver 4 g de PFA en 30 ml de agua destilada afiadiendo unas gotas de NaOH.

Afadir 10ml de PBS 10X y 60ml de agua destilada, ajustar el pH a 7.4 y enrasar.

PBS 1x BSA3%: Célculos para 100 ml:

Disolver 3 g de BSA en 50 ml de agua y afiadir 10 ml de PBS 10X. Ajustar el pH a 7.4

Yy enrasar.

SOLUCION DE BLOQUEO: Calculos para 10 ml:

COMPUESTO CANTIDAD

PBS 1X BSA 3% 9.4 ml

Triton X-100 1% 100 pl
Suero 5% 500 pl
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3.1.2.4.- Para ensayos de migracion celular.

MEDIO LOCKE pH 7.4: Calculos para 1 litro:

COMPUESTO  CONCENTRACION CANTIDAD
NaCl 140 mM 8.2¢g
KClI 4.7 mM 0.35¢g
CaCl, 2.5 mM 0.28¢g
MgSO, 1.2mM 0.29¢g
KH,PO, 1.2mM 0.16¢
Glucosa 5.5 mM 0.99¢
HEPES 10 mM 2.38¢g

3.1.2.5.- Para Western Blot.

TAMPON DE LISIS: Calculos para 200 ml:

COMPUESTO CONCENTRACION CANTIDAD

Tris 20mMpH =75 0.48456 ¢
NaCL 150 mM 1.75326 g
Triton X100 1% 2ml

LBx3: Célculos para 10 ml:

LBx3 CONCENTRACION STOCK CANTIDAD

TrispH =6.8 0.125 mM 1M 1.25 ml
SDS 4% 10% 4ml
Glicerol 29% 99% 2ml
2-mercaptoetanol 10% 100% 1ml

EDTA 15mM 0.5% 300 pl

Azul de bromofenol - e Una pizca
Agua e e 1.16 ml
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PARA LOS GELES DE ACRILAMIDA:

COMPUESTO CONCENTRACION CANTIDAD
TrispH =8.8 1M 12.1 g en 100ml de agua
Tris pH =6.8 1M 12.1 g en 100ml de agua
SDSpH=7.2 10% 10g en 100 ml de agua
Persulfato amonico (APS): 15 mg/ml 150 mg en10 ml agua
TEMED 50 pl/ml 500 pl en 10 ml de agua

TAMPON DE ELECTROFORESIS 5X: Céalculos para 500 m:

COMPUESTO CONCENTRACION CANTIDAD
Tris 0.125 M 7564
Glicina 0.96 M 364
SDS 0.5% 259

TAMPON DE TRANSFERENCIA SEMI-DRY 5X: Calculos para 1 litro:

COMPUESTO CONCENTRACION  CANTIDAD
Tris 48mM 581¢g
Gly 39 mM 293¢
SDS 0.0375% 0.375¢
MetOH 20% 200 ml

SOLUCION DE BLOQUEO: PBS 1X y Leche al 5%:

Disolver 5g de leche en 100 ml de PBS 1X.

SOLUCION PARA LAVADOS: PBS 1X Tween-20 al 0.05%:

Disolver 50 pl de Tween-20 para 100 ml de PBS 1X.
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PARA ANTICUERPO PRIMARIO: PBS 1X Tween-20 al 0.05% y leche al 2%:

Disolver 50 pul de Tween-20y 2 g de leche para 100 ml de PBS 1X.

PARA ANTICUERPO SECUNDARIOQO: PBS 1X Tween-20 al 0.05%:

Disolver 50 pl de Tween-20 para 100 ml de PBS 1X.

SOLUCION DE REPROBING: Célculos para 10 ml:

COMPUESTO CANTIDAD
[-Mercaptoetanol 69.47 ul
SDS 10% 2ml
TrispH =6.8 625 ul
H,0 destilada Hasta 10 ml
3.1.2.6.- Para RT-PCR.
MEDIOS Y SOLUCIONES COMPOSICION
Medio LB (Luria-Bertani) Bactotriptona 10 g/I, extracto de levadura 5 g/l, NaCl 5 g/l
Medio LB s6lido Medio LB, Agar 15 g/l
Medio LB-Glicerol Medio LB (70 %), Glicerol (30 %)
Tampon TAE Tris-Acetato 40 mM, EDTA 1 mM pH =8.0
Tamp6n PCR Tth (10X) Tris-HCI 750mM (ph = 9), KCI 500 mM (Ph = 9 a 25 °C), (NH4)2So04 200
mM
Tampo6n RT (10X) High-Capacity vDNA Archive Kit
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3.1.3.- Equipos e instrumentos empleados en el trabajo experimental.

EQUIPOS E INTRUMENTOS

FABRICANTE

uso

ABI Prism 7300 Real-Time PCR System

Applied Biosystems

RT-PCRqy PCRq

Agitador de balanceo Sky Line

Biogen

Varios

Agitador orbital Bunsen

Nessler

Varios

Bafio termostatizado

Labnet Internacional, Inc.

Western Blot

Botellas de cultivo de 75 cm? Cultek Cultivos

Camara de Neubauer BRAND GMBH Contaje de células
Campana de flujo laminal Heraeus Varios

Centrifuga de sobremesa Picofuge. Heraeus Varios

Centrifuga refrigerada Kubota 6500 Kubota Varios

Columnas Novapack C18 y Sunfire C18 Waters HPLC

S5 um

Criostato Leica CM1850 Leica Cortes histolégicos
Espectrofotdmetro U-2001 Hitachi Vartios

Estufa

Memmert, Grupo Taper

Cultivos de E.Coli

Estufa de cultivos Heracell

Heraeus

Cultivos

Fluoroscan ASCENT FL

Thermo Labsystems

Proliferacion celular

HPLC

Waters

HPLC

KODAK Gel Logic 2000

KODAK, Grupo Taper

Densitometrado de bandas en
Western Blot

Lab-Tek chamber slides Nunc Inmunocitoquimica

Lampara de Hendidura Topcon SL-8Z Topcon Estudio  progresion  lesiones
corneales

Microscopio Zeiss Axiovert 200M Zeiss Microscopia de contraste de
fases y de fluorescencia

MINI PROTEAN® 3 CELL Bio-Rad Electroforesis de prteinas

Orbital Innova 40

New Brunswick

Scientific, Grupo Taper

Cultivos de E. coli

Pipetas Eppendorf Varios

Placas 6, 24y 96 pocillos Cultek Cultivos

Placas Petri Cultek Cultivos

Portas y Cubreobjetos Thermo Scientific Inmunocitoquimica

Menzel-Glaser
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EQUIPOS E INTRUMENTOS FABRICANTE uso
Sep-Pak Waters Accell Plus QMA Waters Separaciéon de nucledtidos para
Cartridges HPLC
Termociclador Mastercycler gradient Eppendorf Termociclador (PCR)
Trans-Blot® SD Semy-Dry transfer cell Bio-Rad Transferencia en Western BLot

3.1.4.- Programas, bases de datos y herramientas informaticas empleadas en el

trabajo experimental.

HERRAMIENTAS INFORMATICAS

uso

Ascent software v 2.6

Proliferacion

BLAST

Permite las blsqueda de secuencias,
en las bases de datos existentes, que
presentan coincidencias de longitud

con una secuencia problema

ClustaX v.1.8

Programa que permite el alineamiento

de maltiples secuencias

GenBank EMBL

Bases de datos para acidos nucleicos

Imaginet 2000Topcon

Estudio progresion lesiones corneales

in vivo

Instat

Estadistica

OriginPro vs.7.0; 7.5y 8.0

Analisis de datos

Primer Express v2.0 (Applied Biosystems)

Disefio de oligonucleétidos (PCR,
RT-PCR, RT-PCRq)

Software ABI Prism 7300

Rt-PCR a tiempo real

Software Breeze de Waters

Cuantificacién nucleotidos por HPLC

Software KODAK Molecular Imaging Software (KODAK)

Densitometrado de bandas en Western

Blot y anélisis de geles de agarosa

Sofware LSM 5 Pascal (Microscopio Zeiss Axiovert 200M)

Varios
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3.2.- ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

Hemos empleado conejos albinos machos adultos de la raza Nueva Zelanda con
un peso comprendido entre los 2 y los 2.5 Kg. Todos los animales han sido tratados
siguiendo el “ARVO Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and Vision
Research”, y también en concordancia con la directiva (89/609/CEE) del Consejo de la
Union Europea, y han estado estabulados en jaulas individuales con libre acceso a la
comida y a la bebida y controlados con ciclos de 12 horas de luz — 12 horas de

oscuridad.

3.3.- CULTIVO CELULAR.

3.3.1.- Cultivo primario de epitelio cérneal de conejo.

Las células de epitelio corneal de conejo se han obtenido de ejemplares macho
adultos sanos que fueron sacrificados con Pentobarbital Sodico (tiopental sodico D.C.I.
1 g). Una vez enucleados los ojos, realizamos el resto del proceso en campana de flujo

laminar.

La cornea se diseca en HBSS (Hank’s Balance Salt Solution) pH 7.4, con la
ayuda de una lupa de diseccion. Se separa la cornea del limbo esclerocorneal y se corta
en secciones. A continuacion se incuban estas secciones en 1.0 U Dispasa Il durante 1
hora a 37 °C en la estufa de cultivos; una vez pasado este tiempo de incubacion, el
epitelio se separa del estroma subyacente y se incuba en 0.05 % Tripsina 0.5M EDTA
durante 20 minutos a 37 °C, para disgregar el tejido. La mezcla de Tripsina-EDTA y
células epiteliales se traspasa a un tubo falcon que contiene 8 ml de Dulbecco’s
modified medium (DMEM) suplementado con 10 % SBF y 1 % penicilina-
estreptomicina (DMEM completo), se resuspende bien y se centrifuga dos veces a 1100
rpm durante 6 minutos a 4 °C. Finalmente, las células se resuspenden en DMEM
completo, y se siembra en placas multipocillo de seis pocillos. Se mantiene en la estufa
de cultivos a 37 °C, 5 % CO, y 95 % de humedad hasta confluencia.
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3.3.2.- Linea establecida de conejo “SIRC”.

Para poder continuar y realizar los ensayos de Western Blot y Biologia
Molecular, hemos tenido que utilizar una linea establecida de epitelio corneal ya que
necesitabamos un volumen de células que con el cultivo primario no podiamos obtener.
Para seguir estudiando el mismo modelo animal de investigacion, nos decantamos por la
linea inmortal de epitelio corneal de conejo SIRC. Esta linea celular se mantiene en
cultivo en medio MEM con sales de Earle’s y aminoacidos no esenciales, piruvato
sodico, bicarbonato sédico y 10 % de SBF pH 7.3. Se cambia el medio cada dos dias y
se hace un pase cada siete dias.

3.4.- INMUNOCITOQUIMICA PARA CITOQUERATINA 3.

Para demostrar que las células aisladas, mediante el protocolo realizado para
obtencion del cultivo primario, son células epiteliales de cdrnea, estas células se
siembran a un 80 % de confluencia en cubreobjetos. Tras tres lavados con Tampén
Fosfato Salino (PBS) 10X, se procede a fijar las células con Paraformaldehido (PFA) al
4 % en PBS 0.15M durante 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente,
volvemos a lavar las células con PBS 10X, esta vez en agitacion y repitiendo dos
lavados de 5 minutos cada uno. Se incuban las células con la solucion de blogueo (PBS
1X BSA 3 %, Triton X-100 1 %, SBF 5 %) para evitar las uniones inespecificas,
durante 1 hora a 37 °C. Pasado este tiempo de incubacidn, se realizan dos lavados con
PBS 1x BSA 3 % de 5 minutos cada uno en agitacién, seguido de la incubacién con el
anticuerpo primario (mouse monoclonal anti-Citoqueratina 3) en dilucion 1:100 o PBS
1x BSA 3 % en el caso de los controles negativos. Este anticuerpo se incuba toda la
noche a 4 °C en atmosfera himeda y oscuridad. Finalizada la incubacién, lavamos las
células con PBS 1x BSA 3 % durante 10 minutos, en agitacion y repitiendolo tres veces,
realizando posteriormente la incubacion con el anticuerpo secundario (goat anti 1g-G
mouse FITC) en dilucién 1:200, el cual se incubara durante 1 hora a 37 °C en estufa
himeda y cerrado para evitar el apagamiento. Finalmente, los cubreobjetos se montan
sobre los portas con el medio de montaje. La observacion de los resultados se realiza

mediante microscopia confocal empleando el microscopio Zeiss Axiovert 200M,
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equipado con el modulo confocal LSM 5 Pascal, y tomando las imagenes con el
software LSM 5 Pascal.

3.5.- ESTUDIOS DE MIGRACION CELULAR EN CULTIVO PRIMARIO.

Para estudiar el efecto que los dinucledsido polifosfatos y los mononucle6tidos
tienen en la migracion del epitelio corneal, realizamos una serie de experimentos de
migracion celular en monocapas celulares confluentes en placas multipocillo de 24

pocillos.

Las monocapas confluentes se lesionan levantando la monocapa celular
empleando una punta de pipeta de 10 pl. Tanto el tamafio como el &rea iniciales de las
diferentes lesiones realizadas son similares en todos los casos (60000-80000 pm?), lo
gue minimiza la variacién en el mecanismo de la lesion, por lo que la migracién es
equivalente en todos los casos y comparte las mismas caracteristicas como ya describio
Crosson en 1986. Las mediciones de area lesionada, en cada caso, se realizan en ocho
pocillos diferentes y la medida se describe como media + S.E.M (error estandar de la
media). Estas ocho lesiones de cada experimento se han realizado en cuatro cultivos
independientes.

Las incubaciones con los reactivos pertinentes se realizan en medio Locke, para
evitar interferencias debidos al medio de cultivo, como describieron Valster et al., en
2005.

A continuacion se enumeran los experimentos de migracion celular realizados.

3.5.1.- Ensayos de migracion con dinucleosido polifosfatos y mononucledtidos a

concentracion fija 100 uM.

Los dinucledsido polifosfatos (ApsA, ApsA, ApsA 'y UpgU) y los
mononucle6tidos (ATP, UTP, ADP y UDP) se ensayan en primer lugar a concentracion
fija de 100 uM. En cada ensayo, vamos a tener lesiones control y lesiones tratadas con

los diversos dinucleosido polifosfatos 0 mononucleotidos (n = 8 en cada caso).
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Tras la realizacion de las lesiones en la monocapa celular, se retira el medio de
cultivo y se somete a las células a una incubacién de 2 minutos con una solucién de di-
0 mononucleétido a concentraciéon 100 uM, en medio Locke (pH = 7.4) o, para las
lesiones control, simplemente se incuba con el medio Locke. Pasado el tiempo de
incubacion, se lavan las células y se aflade medio DMEM completo fresco. La
monocapa lesionada se incuba con esta dosis en tiempos 0 y 6 horas tras la realizacion
de la lesion, siguiendo el mismo protocolo de aplicacién descrito anteriormente en
conejos (Pintor et al., 2004a). Se toman imégenes cada dos horas durante el periodo de
tiempo de 10 horas tras la realizacién de la lesion, y posteriormente a las 24 horas. El
area de las lesiones se determina con el sofware LSM 5 Pascal (microscopio Zeiss
Axiovert 200M). En el tiempo que hay entre medida y medida del &rea, las células se
mantienen en la estufa de cultivos a 37 °C, 5 % CO, y 95 % de humedad.

3.5.2.- Ensayos de migracién para la obtencion de las curvas concentracion-

respuesta de dinucleodsido polifosfatos y mononucleétidos.

Una vez conocida la accion de los diversos compuestos a una concentracion fija
de 100 uM, los dinucledtidos ApsA, ApsA y ApsA, junto con los mononucle6tidos
ATP, UTP y UDP, se ensayan en un rango de concentraciones que va desde 0.01 uM a

1 mM, con el objetivo de obtener las correspondientes curvas concentracion-respuesta.

El protocolo de ensayo es el mismo que el descrito para la dosis fija de 100 uM,

con un n = 8 para cada caso control o dosis de di- y mononucle6tido.

3.5.3.- Ensayos de migracion con antagonistas P2Y.

Primeramente, los antagonistas de los receptores P2, tales como Acido 6-
azofenil-2"4"disulfonico-piridoxalfosfato (PPADS), suramina y el reactivo azul 2 (RB-
2), se ensayan a concentracion fija de 100 uM, en presencia de los agonistas (ApsA o
ApsA, 100 uM cada uno) (n = 8). El ensayo se realiza de la siguiente manera: las
monocapas celulares lesionadas son pre-tratadas con una concentracion 100 uM del

antagonista en medio Locke, 30 minutos antes de la aplicacion de una concentracion
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100 uM de ApsA o ApsA (junto con el antagonista) de nuevo en medio Locke. Estos
agonistas se incuban 2 minutos y se sigue el procedimiento de ensayo descrito
anteriormente. En el caso de las lesiones control, la incubacion de 30 minutos se realiza

solo con medio Locke.

A continuacion, se han realizado ensayos de concentracidn-respuesta para los
antagonistas efectivos: suramina y RB-2, ensayando concentraciones en el rango de 0.1
uM a 1 mM. Los ensayos se realizaron en presencia de Aps;A 100 uM (en el caso de
suramina) o ApsA 100 uM (para RB-2) (n = 8 en cada caso). Como en el caso de los
ensayos realizados a concentracion fija del antagonista en presencia de los agonistas, se
pre-tratan las células con las diversas concentraciones de los antagonistas durante 30
minutos, y posteriormente se incuban 2 minutos con los agonistas. El resto del ensayo

es igual al descrito. Como siempre, los controles se incuban solo con medio Locke.

Por altimo, en los ensayos en los que se testan los antagonistas a concentracion
100 uM solos, lo que se hace es incubar la monocapa lesionada durante 30 minutos con
la solucion del antagonista en medio Locke, o con medio Locke solo en el caso de las
lesiones tomadas como control (n = 8 en cada caso). Posteriormente se retira la
solucion, se lavan las células y se afiade medio DMEM completo fresco. El resto del
procedimiento es igual al descrito para los agonistas.

3.5.4.- Ensayos de migracion con inhibidores de las rutas intracelulares: MAPK y

Citoesqueleto.

Como la hipdtesis que barajamos es que la activaciéon de los receptores P2Y
activan las rutas intracelulares de las MAPK vy el citoesqueleto de actina via RhoA /
ROCK-I1, hemos realizado varios ensayos de migracién celular en los que testamos el
efecto que varios inhibidores de estas vias, tienen sobre la modificacion de la velocidad

de re-epitelizacion de Aps,A o ApsA 100 uM.

Se comenz6 estudiando el efecto de U0126 (inhibidor de ERK1/2 a nivel de
MEKZ1/2), AG1478 (inhibidor de TyrK) ambos a concentracion 100 uM e Y27632

(inhibidor de ROCK-1) a concentracién de 100 nM, todos en presencia o0 en ausencia de
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ApsA 0 ApzA 100 uM (n = 8 cada uno). Como en el caso de los ensayos con los
antagonistas de los receptores P2, pre-incubamos las células con una solucion 100 uM o
100 nM de los inhibidores en medio Locke durante 30 minutos, y pasado ese tiempo,
incubamos 2 minutos con los agonistas a concentracion 100 uM también en medio
Locke (en presencia de los antagonistas). En el caso de los controles, incubamos solo
con medio Locke. De nuevo, el resto del protocolo es el descrito para los ensayos

previos.

Posteriormente, se paso a inhibir diferentes puntos de la via RhoA / ROCK-I del
citoesqueleto de actina. Para ello, pre-tratamos las células con varios inhibidores tanto
en presencia como en ausencia de ApsA o ApsA 100 uM (n = 4 cada uno). Los
inhibidores testados fueron: (-)-Blebblistatina 10 uM (inhibidor selectivo de miosina Il
no muscular), Oxido de Fenilarsina (PAO) 5 uM (inhibe a nivel de RhoA y la
internalizacion de los receptores de membrana) y ML7 (hidroclorido) 25 uM (inhibe la
kinasa de cadena ligera de miosina). Ademas, también probamos un activador de la ruta:
PTD4-Pfnl, una profilina con la capacidad de unir monémeros de actina y facilitar la
polimerizacion de la misma. Con los tres primeros compuestos (los inhibidores de la
ruta), pre-tratamos las células durante un periodo de tiempo de 30 minutos, mientras que
con PTD4-Pfnl lo hacemos 1 hora, antes de incubar con Ap;A 0 ApsA 100 uM durante
2 minutos (en presencia de los compuestos anteriores). En este caso todos los
compuestos estan resuspendidos en DMEM completo. En el caso de las lesiones
control, estas se incuban con DMEN completo fresco. Por lo demés, seguimos el mismo

procedimiento de siempre.

3.5.5. Ensayos de migracion con inhibidores de las rutas intracelulares: Fosfolipasa
C / Proteina Quinasa C.

Para estudiar el posible efecto de la ruta Fosfolipasa C / Proteina Quinasa C
(PLC/PKC) en la migracion celular, se han realizado varios ensayos de migracion
celular en los que se ha testado el efecto que varios activadores e inhibidores de esta via

tienen sobre la modificacion de la velocidad de re-epitelizacion de ApsA 100 puM.
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Estudiamos el efecto de Estaurosporina 1 nM (inhibidor de la actividad de las
Proteina Quinasas), Bisindolilmaleimida-1 10 uM (inhibidor de la actividad de la
Proteina Quinasa C), PDBU 1 uM (activador de la Proteina Quinasa C), U73122
(Inhibidor de la Fosfolipasa C) y U73343 (analogo inactivo de U73122 empleado como
control negativo) ambos 3 uM (n = 8 cada uno). Como en el caso de los ensayos
descritos en los puntos 3.5.3 y 3.5.4, pre-incubamos las células con una solucién de los
inhibidores a la concentracion marcada en medio Locke durante 30 minutos para
Estaurosporina, Bisindolilmaleimida-1 y PDBU y 10 minutos para U73122 y U73343, y
pasado ese tiempo, incubamos 2 minutos con los agonistas a concentracién 100 uM
también en medio Locke (en presencia de los antagonistas). En el caso de los controles,
incubamos solo con medio Locke. De nuevo, el resto del protocolo es el descrito para

los ensayos previos.

Por ultimo, se testan los cinco inhibidores solos, empleandolos a la misma
concentracion que cuando se testan en presencia de ApsA. Incubamos la monocapa
lesionada durante 30 minutos para Estaurosporina, Bisindolilmaleimida-1 y PDBU y 10
minutos para U73122 y U73343 con la solucion del inhibidor en medio Locke, o con
medio Locke solo en el caso de las lesiones tomadas como control (n = 8 en cada caso).
Posteriormente se retira la solucion, se lavan las células y se afiade medio DMEM
completo fresco. El resto del procedimiento es igual al descrito.

3.5.6.- Ensayo de migracion en la linea establecida “SIRC”.

Para comprobar que las células SIRC se comportan de la misma manera que las
células del cultivo primario de epitelio corneal de conejo, en cuanto a variaciones en la
migracion celular tras el tratamiento con los diferentes dinucleédtidos, se ha hecho un
ensayo de migracion en monocapas confluentes de células SIRC con ApsA 0 ApsA 100
uM (n = 8 cada uno). Para realizar este ensayo, se ha utilizado el protocolo descrito en

el apartado 3.5.1.

También se realiza el ensayo para las rutas intracelulares de MAPK, RhoA /
ROCK-I y PLC/PKC, en las mismas condiciones que el realizado para cultivo primario

descritas anteriormente.
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3.6.- ANALISIS DE LOS DINUCLEOTIDOS POR HPLC.

3.6.1.- Estudio de la estabilidad de los dinucleotidos tras los ensayos de migracion

in vitro.

El estudio de la estabilidad de los dinucleétidos tras la incubacién en los ensayos
de migracion se realiza siguiendo el siguiente protocolo: realizamos la lesion del
epitelio corneal en confluencia como hemos mencionado en el apartado 3.5. Tras la
incubacion con ApsA 'y ApsA 100 uM; en presencia o en ausencia de los antagonistas
de los receptores P2 (suramina y RB-2 100 uM respectivamente), recogemos el medio
de cultivo. Activamos la columna de intercambio idnico Sep-Pak Waters Accell Plus
QMA Cartridges con 3 ml de agua, a continuacion pasamos la muestra, volvemos a
lavar la columna con 3 ml de agua y por Gltimo extraemos los nucledtidos con 1 ml de
KCI1 0.2 M HCI 0.1 M.

La determinacion y cuantificacion de la estabilidad de los dinucle6tidos tras los
ensayos realizados, se determina mediante cromatografia liquida de alta presion
(HPLC). El sistema cromatografico consiste en una sistema Waters 1515 isocratic
HPLC, con un detector de absorbancia 2487 dual y un inyector Reodyne, empleando
para la determinacion y manejo el software Breeze de Waters. La columna empleada
para la deteccion es Novapack C18 (15 cm de largo y 0.4 cm de didmetro).

El equilibrado del sistema se realiza durante toda la noche con la siguiente fase
movil: 0.1 M KH,PQ,4, 2 mM tetrabutil amonio (TBA), 17 % acetonitrilo, pH = 7.5. La
deteccion de los dinucledtidos se realiza a una longitud de onda de 260 nm. Los picos
que se obtienen se transforman en concentraciones gracias a la comparacion con

controles estandar externos para diadenosina polifosfatos de concentracion conocida.
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3.6.2.- Estudio de la concentracion de Ap4A en la lagrima de conejo tras una lesion
del epitelio corneal.

Para conocer la evolucién de la concentracion de ApsA en la lagrima de conejo
con el tiempo tras la lesion de la cornea de conejo in vivo, lesionamos las corneas de los
animales (n = 4) empleando discos de papel Whatman n°® 1 de 5 mm de didmetro,

empapados en n-heptanol y colocado sobre la superficie corneal durante 30 segundos.

Las muestras de lagrima van a ser recogidas antes de la lesion, justo en el momento de
la lesion, y luego cada dos horas en el periodo de tiempo comprendido entre las 10 y las
36 horas y las 48 y las 60 horas posteriores a la lesion, periodo de tiempo que incluye
tanto la fase de migracion como la fase de division celular del proceso de re-

epitelizacion corneal.

La secrecion lagrimal la recogemos realizando el Test de Schrimer. Para ello
colocamos la tira de Schirmer en la zona nasal de la conjuntiva del parpado inferior del
o0jo del conejo y lo mantenemos durante 5 minutos. Pasado ese tiempo, retiramos la tira
del ojo del animal y anotamos el valor de secrecion (Imm de tira de Schirmer
humectada equivale a 1ul de secrecion lagrimal). A continuacion introducimos la tira en

500 ul de agua ultrapura.

La extraccion de los nucleétidos de las muestras la realizamos siguiendo el
protocolo descrito en el apartado anterior, utilizando las columnas de intercambio idnico
Sep-Pak Waters Accell Plus QMA Cartridges.

La determinacion y cuantificacion de los niveles de Ap,A se realiza mediante
cromatografia liquida de alta presion (HPLC) con el mismo sistema cromatografico
descrito anteriormente. En este caso, la columna empleada para la deteccion es Sunfire

C18 5 um. El volumen de muestra analizado son 100 pl.

El equilibrado del sistema se realiza durante toda la noche con la siguiente fase
movil: 0.1 M KH,PO4, 2 mM TBA, 20 % acetonitrilo, pH = 7.5. La deteccion de los

dinucle6tidos se realiza a una longitud de onda de 260 nm. Los picos que se obtienen se
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transforman en concentraciones gracias a la comparacion con controles estandar
externos para diadenosina polifosfatos de concentracion conocida (10 ul de una
solucion 10 uM, es decir, 100 pmol). Ademas, debemos tener en cuenta los valores de
secrecion lagrimal para conocer la concentracion final de ApsA en cada una de las

condiciones.

3.7.- WESTERN BLOT PARA pERK1/2, ROCK-I, pMLC2 Y pp38.

Para realizar los ensayos de Western Blot en los cuales valoramos la activacion
de las rutas intracelulares de ERK1/2, RhoA / ROCK-I, pMLC2 y p38, sembramos
monocapas confluentes de células SIRC en placas de 55 cm?. Realizamos lesiones a lo
largo (en forma de cruceta) con la punta de una pipeta de 1000 ul. En medio Locke,
vamos a incubar con ApsA o ApsA 100 uM, y ademés, en presencia de los
dinucleotidos, pre-tratamos con los siguientes antagonistas y/o inhibidores: suramina
(para ApsA), RB-2 (para ApsA), U0126 (todos ellos a concentracion 100 uM), Y27632
(100 nM), Estaurosporina 1nM, Bisindolilmaleimida-1 10 puM, U73122 y U73343
ambos 3 pM, siguiendo el mismo protocolo descrito hasta ahora. Los tiempos de
incubacion para ver la expresion de proteinas son los siguientes: 0 horas, 2, 5, 10, 15 y
30 minutos, y 1, 2, 4, 6, 8, 10 y 24 horas. Las células se mantienen en el incubador de
células a 37 °C, 5 % CO, y una humedad del 95 %.

Pasados los tiempos de incubacion, las células se recogen en PBS 1X frio y se
centrifugan a 2000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. Eliminamos el sobrenadante y
dejamos el precipitado lo més seco posible. Congelamos ese precipitado a -20 °C hasta

lisis.

Los precipitados congelados se lisan en Tampodn de lisis (Tris 20 mM pH = 7.5,
NaCl 150 mM, Triton X-100) conteniendo PMSF 1 mM, NaF 1 mM, NazVO, 1 mM,
Pepstatin A 1 ug/ul, Leupeptina 2 ug/ul y Aprotinina 1 ug/ul, con una aguja de 25G.
Centrifugamos a 13000 rpm 20 minutos a 4°C y recogemos el sobrenadante que es

donde estan las proteinas.
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Para separar la fraccion citoplasmética de la fraccion nuclear, el precipitado
celular se resuspende en 2 volimenes de Tampon A (MgCl, 1.5 mM, KCI 10 mM, Tris
10 mM, pH =7.9) que contiene PMSF 1 mM, NaF 1 mM, NazVO, 1 mM, Pepstatin A 1
ug/ul, Leupeptina 2 ug/ul, Aprotinina 1 pg/ul y NP-40 0.05%. Tras centrifugacién a
15000 rpm se recogen los sobrenadantes que seran la fraccion proteica citoplasmatica.
Los precipitados se resuspenden en 1 volumen de Tampén B (Glycerol 20 %, MgCl, 1.5
mM, KCI 10 mM, Tris 20 mM, pH = 7.9) y 2/3 de volumen de Tampon C (Glycerol 20
%, MgCl, 1.5 mM, KCI 1.2 M, Tris 20 mM, pH = 7.9) que contiene PMSF 1 mM, NaF
1 mM, NazVO, 1 mM, Pepstatin A 1 pg/ul, Leupeptina 2 ug/ul y Aprotinina 1 pg/ul.
Incubamos 45 minutos en hielo, en agitacion, y procedemos a una centrifugacion a
velocidad maxima (20000 rpm), tras la cual recogeremos los sobrenadantes donde se

encontraran las proteinas nucleares.

La concentracidn de proteinas la determinamos mediante el método de Bradford.
Para ello preparamos una recta patron con BSA de 1 a 10 ug, y las muestras las

valoramos diluidas 1:50 en tampén de lisis (también diluido1:50).

Preparamos 45 pg de proteina total de cada una de las muestras analizadas por
Bradford. Afiadimos el correspondiente volumen de LBx3 (la mitad del volumen de
muestra que vayamos a cargar), centrifugamos 1 min 5000 rpm a temperatura ambiente
y calentamos en el bafio a 90 °C durante 5 minutos para desnaturalizar las proteinas.

Dejamos enfriar un poco las muestras y cargamos en el gel.

Los geles que vamos a emplear tiene la siguiente concentracion de acrilamida-
bisacrilamida: 10 % para pERK1/2 y p-p38, 7 % para ROCK-1 y 12 % para pMLC2.
Corremos la electroforesis (MINI PROTEAN® 3 CELL) a un amperaje constante de 25

mA por gel durante unos 40 minutos.

Pasado ese tiempo, hidratamos, en el tampdn de transferencia Semi-dry, durante
15 minutos, todo lo necesario para la transferencia: la membrana de nitrocelulosa, los
geles, y los papeles whatman. Una vez hidratado realizamos el montaje en la fuente de
transferencia (Trans-Blot® SD Semy-Dry transfer cell Bio-Rad). Para ello realizamos un

sandwich con los diversos componentes en el orden adecuado:

119



Material y Métodos

/— Papel Whatman (ARRIBA)

— Membrana nitrocelulosa

— Gel Agarosa

— Papel Whatman (ABAJO)

Cuando esta todo preparado, corremos la transferencia a voltaje constante de 22v
durante 1 hora. Terminada la transferencia, se introduce la membrana en la solucion de
bloqueo (PBS 1X y leche en polvo al 5 %) durante 1 hora en agitacion para bloquear las
uniones inespecificas. A continuacion se incuba con el anticuerpo primario (anti
pERK1/2, anti-ROCK-I, anti pMLC2 y anti-p-p38) diluidos 1:1000 en PBS 1X Tween-
20 0.05 % y leche en polvo al 2 % durante toda la noche a 4 °C y en agitacion. Una vez
finalizada esta incubacion, hacemos 3 lavados con PBS 1X Tween-20 0.05 % de 10
minutos cada uno, en agitacion y a temperatura ambiente para eliminar los restos de
anticuerpo primario, e incubamos con el anticuerpo secundario goat antimouse IgG-
HRP en dilucion 1:2000 en PBS 1X Tween-20 0.05 % durante 1 hora a temperatura
ambiente y en agitacion. Por Gltimo hacemos 3 lavados con PBS 1X Tween-20 0.05 %
de 10 minutos cada uno, en agitacion y a temperatura ambiente.

Las proteinas separadas se visualizan con “ECL sistema de deteccion” siguiendo

las indicaciones del fabricante.

Una vez reveladas las membranas se lavan con solucion de reprobing (Tris 1M
pH = 6.8, SDS 10 %, B-mercaptoetanol 6.9 %) durante 30 minutos a 50 °C y con
agitacion ocasional para eliminar los restos de ECL, anticuerpo secundario y anticuerpo
primario. A continuacion se incuba con solucion de bloqueo (PBS 1X y leche en polvo
al 5 %) durante 1 hora en agitacion para bloquear las uniones inespecificas, y se incuba
con el anticuerpo primario anti-ERK2 o anti-MLC2 en dilucién 1:1000 o anti p38

1:500, para chequear si la carga de los pocillos es igual en todos los casos.

La intensidad de cada banda se examina por analisis densitométrico con el
equipo KODAK Gel Logic 2000 y el software KODAK Molecular Imaging Software.
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3.8.- INMUNOCITOQUIMICA PARA pERK1/2 Y ROCK-l. ESTUDIO DE
TRASLOCACION AL NUCLEO.

En presencia de ApsA 0 ApsA 100 uM con los pre-tratamientos U0126 100 uM
e Y27632 100 nM, evaluamos la distribucion intracelular de pERK1/2 y ROCK-I, para
correlacionar los resultados de los ensayos de Western Blot, y para conocer la posible
relacion entre ambas rutas. Como marcador especifico nuclear, empleamos PicoGreen
staining (Ashley et al., 2005), porque el reactivo PicoGreen dsDNA marca de forma
especifica los &cidos nucleicos, y puede ser utilizado en inmunocitoquimica con un

marcaje fluorescente visible en verde.

Las células SIRC se crecen hasta el 80 % de confluencia en cubreobjetos, y se
lesiona la monocapa como hemos descrito anteriormente en el apartado 3.5. Las
monocapas se incuban con U0126 100 uM o Y27632 100 nM durante 30 minutos, y en
presencia de los inhibidores, las células se incuban con Ap,A o ApsA 100 uM durante 2
minutos. También se incuba con ApsA 0 ApsA 100 uM durante 2 minutos en ausencia
de inhibidores. Como control se emplean monocapas lesionadas que no son tratadas con
nada. Tras la incubacion, se aflade MEM fresco y las células se incuban durante 1 hora o
15 minutos para obtener el maximo de activacion para pERK1/2 y ROCK-I

respectivamente.

Terminada esta incubacion, se realiza la inmunocitoquimica para pERK1/2
siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.4. Las células son tratadas con los
anticuerpos primarios anti-pERK1/2 o anti-ROCK-1 (ambos 1:100) o PBS 1X BSA 3 %
para los controles negativos. El anticuerpo secundario empleado es goat anti mouse
IgG-TRICT (1:200), y en este mismo momento se co-incuba con PicoGreen 1:200 (para

ello afiadimos el reactivo PicoGreen a la disolucion del anticuerpo secundario).
Las células se observan bajo microscopio confocal Axiovert 200M, equipado

con el médulo confocal LSM 5 Pascal. Todas las imagenes son tratadas con el sofware

Pascal que acompaiia al equipo.
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3.9. ENSAYOS CITOESQUELETO: INMUNOFLUOPRESCENCIA PARA
FIBRONECTINA /uPA'Y FALOIDINA /VINCULINA.

Para conocer la implicacion real del citoesqueleto de actina, en el proceso de
migracion celular, estudiamos mediante inmunocitoquimica la evolucion del marcaje de
varias proteinas de matriz extracelular (Fibronectina y Uroquinasa Activadora de
Plasmindgeno (uPA)) y de citoesqueleto (Faloidina y Vinculina) implicadas en los
procesos de adhesion celular, anclaje de citoesqueleto y formacion-degradacion de la

matriz extracelular.

Sembramos células SIRC a confluencia en portas especiales (Lab-Tek chamber
slides). Las monocapas confluentes se lesionan levantando la monocapa celular
empleando una punta de pipeta de 10 ul, se retira el medio de cultivo y se somete a las
celulas a una incubacion de 2 minutos con una solucion de ApsA 100 uM en medio
Locke o, para las lesiones control, simplemente se incuba con el medio Locke. Pasado
el tiempo de incubacion, se lavan las células y se afiade medio MEM fresco. La
monocapa lesionada se incuba con esta dosis en tiempos 0 y 6 horas tras la realizacion

de la lesién, siguiendo el mismo protocolo descrito anteriormente en el punto 3.5.

Para los estudios de inmunocitoquimica recogemos las células a tiempos 0, 6, 10
y 24 horas tras la lesion y fijamos las mismas con PFA al 4 % (en el caso de
Fibronectina, uPA y Faloidina) o con el Tampén A (100mM Pipes, MgCl, 0.5 mM,
EGTA 0.1 mM, pH = 6.9) al que se le aflade Formalina 3.7 %, Triton X-100 0.2 % y
Glycerol 2M para Vinculina. El resto de la inmunocitoquimica se realiza siguiendo el
protocolo descrito en el apartado 3.4. Las células son tratadas con los anticuerpos
primarios anti-Fibronectina (1:50), anti-uPA (1:50), anti-Vinculina (1:500) y anti-
Faloidina (1:100) o PBS 1X BSA 3% para los controles negativos. El anticuerpo
secundario empleado en todos los casos es goat anti mouse IgG-FITC (1:200). El

montaje de los portas re realiza con el medio Vectashield.
Las células se observan bajo microscopio confocal Axiovert 200M, equipado
con el médulo confocal LSM 5 Pascal. Todas las imagenes son tratadas con el sofware

Pascal que acompaiia al equipo.
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3.10.- ESTUDIOS DE SILENCIAMIENTO DEL RECEPTOR P2Y..

3.10.1.- Clonaje y silenciamiento del receptor P2Y 5.

3.10.1.1.- Clonaje del receptor P2Y 5.

La falta de antagonistas selectivos que bloqueen la accion del receptor P2Y ;, nos
ha llevado a investigar el papel del receptor P2Y, mediante el disefio de un siRNA

capaz de eliminar la expresion de esta proteina en las células epiteliales corneales.

Para ello, lo primero que hemos realizado ha sido el clonaje del receptor P2Y, de
conejo de la raza Nueva Zelanda, asi como el disefio del siRNA contra el ARNm del

mismo.

El ADNc para el receptor P2Y, de conejo ha sido clonado empleando una
combinacion de RT-PCR degenerada y una técnica de amplificacion rapida de extremos
del ADNc (RACE). El ARN total se extrae de las células epiteliales de cornea SIRC,
empleando el kit RNeasy Mini siguiendo el protocolo descrito por la casa comercial.
Para el disefio de oligonucle6tidos degenerados se hizo una blsqueda de secuencias
homologas de los genes P2Y, en las bases de datos NCBI y EMBL

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ y http://srs.ebi.ac.uk/), se realiz6 el alineamiento de

dichas secuencias mediante el programa informatico ClustalWw?2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) y se buscaron zonas de secuencia

conservada entre las diferentes especies estudiadas. Para la sintesis de la primera cadena
de ADNCc, 5 ug de ARN total se retrotranscriben mediante el kit SuperScript 111 Reverse
Transcriptase y oligo(dT),o. La reaccidn inicial de la PCR se realiza con un par de
oligonucleottidos degenerados basados en dos regiones altamente conservadas de la
secuencia del receptor P2Y, (Sentido, 5-TGCAAGCTGGTGCGYTTCCTYTTCTA-3"
y Antisentido, 5-AGYCTCTGCCCWGCCAGGAAGTAGAG-3"). La amplificacién
por PCR se realiza en un volumen de 50 pl con 2 pl de ADNc, Tampon PCR 1X, 2 mM
MgCl,, 200 uM de cada dNTP, 0.6 uM de cada oligonucleétido (Sentido y Antisentido)
y 0.025U/ul de AmpliTag Gold® DNA polymerase. Las condiciones de ciclacion para
la PCR son 95 °C 5 minutos; 5 ciclos de 95 °C 45 segundos, 72 °C 2 minutos; 5 ciclos
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de 95 °C 45 segundos, 70 °C 45 segundos, 72 °C 2 minutos; y 25 ciclos de 95 °C 45
segundos, 64 °C 45 segundos, 72 °C 2 minutos.

Los productos de la PCR del tamafio esperado se purifican con el kit de
extraccion QIAGEN QIAquick en geles de agarosa de bajo punto de fusion al 1.5 %, se
clonan y se secuencian. La identificacion de clones de E. coli que presentaban dichas
ligaciones, se realiz6 mediante PCR y digestion enzimatica. La identificacion mediante
PCR se realizO a partir de colonias individuales de E. coli y utilizando los
oligonucle6tidos universales de M13 que flanquean el sitio de multiclonaje del vector
pCR®2.1-TOPO®. En el caso de la identificacion de clones mediante digestion
enzimatica, se utilizd6 ADN plasmidico aislado de colonias individuales (kit QuickLyse
Miniprep) y la enzima de restriccion EcoRI. Las condiciones de digestion fueron las
recomendadas por Promega. La secuenciacion del ADN se ha realizado en la Unidad de
Genomica del Parque Cientifico de Madrid-Universidad Complutense. La secuencia de
nucleétidos obtenida se compara con otras secuencias en el GenBank mediante el
programa BLAST. Los alineamientos de la secuencia de aminoacidos se realizan con el
programa Clustal W2 program (Larkin et al., 2007). Tras la secuenciacidn, se sintetiza
un nuevo par de oligonucleotidos (Sentido, 5- TCAACGAGGACTTCAAGTAYGT-3’
y Antisentido, 5- CTGATACAAGTGAGGAAGAGGAT-3"), que se emplean para
obtener informacidn de secuencia contigua a la obtenida. La amplificacion por PCR de
estos nuevos productos se lleva a cabo en un volumen final de 50 ul empleando las
mismas concentraciones de reactivos que las descritas para la primera amplificacion,
solo que en este caso la concentracion de cada oligonucledtidos empleados es 0.4 uM.
Las condiciones de ciclacion para esta PCR son 95 °C 5 minutos; 10 ciclos de 95 °C 45
segundos, 60 °C 45 segundos (-1°C/ciclo), 72 °C 1 minuto; 30 ciclos de 95 °C 45
segundos, 50 °C 45 segundos, 72 °C 1 minuto; y 1 ciclo de 72 °C 7 minutos.

Para la obtencion del extremo 5° de la secuencia codificante del ADNc del
receptor P2Y, de conejo, se ha usado el kit FirstChoice RLM-RACE. Brevemente, 10
pug de ARN total son defosforilados, decapados y ligados al adaptador 5° RACE. El
ARN-ligado se transcribe de forma reversa con random hexameros y se amplifica
mediante una PCR anidada. El primer ciclo de PCR se lleva a cabo con un

oligonucleotido Antisentido especifico del receptor P2Y, de conejo (5'-
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AGTGGTCGCGGGCGTAGTAGTAG-3") y un oligonuclettido Sentido que reconoce
la secuencia del adaptador empleado incluido en el kit. 1 pl de los productos de PCR
obtenidos se emplea como molde para una segunda vuelta de la PCR. Esta segunda PCR
se realiza con un nuevo oligonucledtido Antisentido especifico del receptor P2Y, de
conejo (5"-ACACGGCCAGGTGGAACATGTA-3") y un oligonucledtido Sentido que
reconoce la secuencia del adaptador interno incluido en el kit. De nuevo, los productos
de la PCR del tamafio esperado se purifican en geles de agarosa de bajo punto de fusion
al 1.5 %, se clonan y se secuencian. La secuencia de nucledtidos obtenida se compara
con otras secuencias en el GenBank mediante el programa BLAST. Los alineamientos
de la secuencia de aminoécidos se realizan con el programa Clustal W2 program
(Larkin et al., 2007).

3.10.1.2.- Cultivo de E. coli, aislamiento de ADN plasmidido, electroforesis y
purificacion de fragmentos de ADN y digestiones y modificaciones de fragmentos
de ADN.

La estirpe DH5a de Escherichia coli ha sido utilizada para ser transformada y
ser vehiculo de clonacion de las distintas construcciones generadas en vectores. E. coli
DH5¢« se cultiva en medio Luria-Bertani (LB) liquido y medio LB sélido a 37 °C y con
agitacion. Posteriormente, los cultivos son conservados a -20 °C en medio LB-Glicerol.

Ligacion y transformacion de los mismos

Los fragmentos de ADN fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa
con un contenido en bromuro de etidio de 0.1 pg/ml, en tampén TAE a un voltaje
constante de 70v. A continuacion purificamos la secuencia empleando el Kit de
extraccion QIAquick gel extraction kit, siguiendo el protocolo descrito por la casa

comercial.

Una vez purificados los fragmentos se produce la ligacion de los mismos en
bacterias competentes para la amplificacion de los mismos empleando el TOPO TA
cloning kit como hemos mencionado previamente. A continuacion se purifica el
plasmido con el inserto mediante el Quicklyse Miniprep kit, siguiendo las instrucciones

del mismo. A continuacion se produce la digestion de los fragmentos empleando el
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enzima de restriccion EcoRI. La digestion de ADN se realiza siguiendo las condiciones
recomendadas por la casa suministradora de las distintas enzimas de restriccion
empleadas. Tras la digestion, loa vectores empleados en la construccion son
defosforilados previamente a la ligacion con los insertos. La defosforilacion se lleva a
cabo durante 2 horas a 37 °C con fosfatasa alcalina que posteriormente se inactiva por
calor (65 °C durante 15 minutos).

La concentracion de ADN se determina para realizar las ligaciones inserto-
vector, necesarias para crear las distintas construcciones utilizadas en este trabajo asi
como para la secuenciacién tanto de productos de PCR como de las nuevas
construcciones generadas. La determinacion se realizé6 mediante el sistema PicoGreen®
dsDNA Quantitation realizando las medidas fluorescentes en un espectrofluorimetro de
luminiscencia con unas longitudes de onda de 480A y 520, respectivamente. La curva
patron se obtuvo de una solucion de DNA A estandart, de 2 pug/ml, mediante diluciones

de TE (curva entre 1-700 pmol/ml).

3.10.1.3.- Silenciamiento del receptor P2Y.

Para el disefio del duplex de ARN (siRNA) especifico para el receptor P2Y, de

conejo, la secuencia codificante del mismo (numero de acceso del GenBank

EU886321) se introduce en la web de Ambion para realizar la busqueda de secuencias
diana de los siRNA (http://www.ambion.com/techlib/misc/siRNA_finder.html). Esta

herramienta considera una serie de criterios empiricos como son: 1) los nucle6tidos con
lo que se inicia la secuencia del oligonucledtido (que sugiere que empiece por AA, y si
no puede ser, por GA CA o TA), 2) la secuencia diana del ARNm equivale al dsiRNA
(que preferiblemente se sitle en el marco de lectura abierto), 3) el contenido en GC
(recomienda que sea entre 32 y 53 %), y 4) el andlisis comparativo mediante BLAST
que evita secuencias similares. Finalmente el programa hace un listado de las zonas méas
idoneas para garantizar el funcionamiento del diplex de ARN interferente de pequefio
tamaiio (SiRNA). Dos secuencias de las nueve encontradas (maximo contenido en GC
del 60%) fueron las seleccionadas y sintetizadas. Las secuencias nucleotidicas de las

dianas siRNA seleccionadas son las siguientes:
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P2Y, siRNA #1, 5-AATGAGGACTTCAAGTACGTG-3 (nucleotidos 82-103).

P2Y,siRNA #2, 5-AACCTGTACTGCAGCATCCTC-3" (nucleotidos 346-367).

Ambos siRNAs se han obtenido de Applied Biosystems, de forma liofilizada y
anillada, y se han resuspendido en agua libre de RNasas/ NaCl 0.9 % antes de su uso.

3.10.2.- Estudios in vitro.

3.10.2.1.- Transfeccion del siRNA para el receptor P2Y; en las células SIRC.

3.10.2.1.1.- Validacion del método de transfeccion.

El método de transfeccion se ha llevado a cabo como lo describe Ambion y
empleando el reactivo siPORT NeoFX, y preparando los complejos de transfeccion en
medio sin suero Opti-MEM 1. La validacion del método de transfeccion y la
determinacion de las condiciones ptimas de trabajo se ha realizado en las células SIRC
y con un siRNA no silenciador marcado con Cy3. Se ha validado tanto la concentracién
de reactivo de transfeccién empleado como el nimero de células a transfectar, llegando
a unas condiciones 6ptimas de 50000 células y 3 ul de agente de transfecciéon siPORT
NeoFX.

Pasado el tiempo de incubacion, para evaluar la eficiencia de transfeccion

realizamos las siguientes pruebas:

1) Las células SIRC se incuban durante 24 horas con 30 nM de siRNA Cy3 y
observamos la fluorescencia en las células vivas y también en células fijadas con PFA al
4 % en PBS 0.15M, las cuales incubamos con el reactivo PicoGreen a dilucion 1:200
durante 10 minutos y observamos la fluorescencia bajo microscopio confocal Axiovert

200M, equipado con el médulo confocal LSM 5 Pascal.

2) Estudiamos la viabilidad celular de las diferentes transfecciones mediante el método

del Azul Tripan. Para ello, una vez tripsinizadas las células, las resuspendemos en 50 pl
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de medio Locke al que le afiadimos 50 ul de Azul Tripan, incubamos 10 minutos y

contamos las células viables y las totales empleando la camara de Neubauer.

3.10.2.1.2.- Eficiencia de silenciamiento para el sSiRNA del receptor P2Y .

Una vez validado el protocolo de transfeccion, realizamos la transfeccién con el

siRNA para el receptor purinérgico P2Y,.

Preparamos una suspension de células con 50000 ceélulas, y cinco
concentraciones diferentes de los dos siRNA a testar (P2Y, SiRNA #1 y P2Y, siRNA
#2) (25 nM, 50 nM, 100 nM, 200 nM y 300 nM) preparadas en medio OPTI-MEM |,
para estudiar cual es la concentracion que produce el silenciamiento apropiado para
nuestro ensayo. Una vez preparadas las células y el siRNA, se realiza la transfeccion
siguiendo el protocolo descrito por la casa Ambion para el agente de transfeccion
siPORT NeoFX. Mezclamos suavemente e incubamos en la estufa de cultivos a 37 °C
24 h 37°C, 5 % CO, y una humedad del 95 %.

Una vez comprobada que la concentracion de ambos siRNA para el receptor
P2Y, més efectiva es es 300nM, evaluamos el silenciamiento a las 72 horas de la
transfeccién mediante un ensayo de inmunocitoquimica, en el cual vamos a tener dos
condiciones, por un lado el control con el agente de transfeccion siPORT NeoFX y por
otro, el siRNA para el receptor P2Y,. Pasado ese tiempo de incubacion, fijamos las
células con PFA al 4 % en PBS 0.15M durante 15 minutos a temperatura ambiente y
seguimos el protocolo de inmunocitoquimica descrito anteriormente. Las células son
incubadas a 4 °C durante toda la noche con el anticuerpo primario anti-P2Y, en dilucion
1:50 o PBS 1X BSA 3 % para los controles negativos. El anticuerpo secundario
empleado en todos los casos es donkey anti goat 1gG-FITC (1:200), e incubamos 1 hora
a temperatura ambiente. EI montaje de los portas se realiza con el medio Vectashield
con DAPI. Finalmente, la observacién de los resultados se realiza mediante microscopia
confocal empleando el Zeiss Axiovert 200M, equipado con el médulo confocal LSM 5

Pascal.
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3.10.2.2.- Ensayo de migracion en presencia de siRNA frente al receptor P2Y .

Todas las validaciones anteriores nos han llevado a determinar que la

concentracion de siRNA para el receptor P2Y, iddnea para la transfeccion es 300 nM.

Realizamos la transfeccidén con las dos secuencias de siRNA para el receptor
P2Y, (P2Y, siRNA #1 y P2Y, siRNA #2) de la forma descrita en el punto anterior y
pasadas 72 horas de la misma, cuando las células estan al 100 % de confluencia,
realizamos el ensayo de migracion siguiendo el protocolo habitual. Tras lesionar la
monocapa con una punta de pipeta pl10, tratamos las lesiones con ApsA 100 uM en
medio Locke durante 2 minutos (los controles se incuban durante ese periodo de tiempo
con medio Locke). Pasado ese tiempo afiadimos medio MEM completo fresco. La
monocapa lesionada se incuba con esta dosis en tiempos 0 y 6 horas tras la realizacion
de la lesion, siguiendo el mismo protocolo de aplicacion descrito anteriormente. Se
toman imagenes cada dos horas durante el periodo de tiempo de 10 horas tras la
realizacion de la lesion, y posteriormente a las 24 horas. El area de las lesiones se
determina con el sofware LSM 5 Pascal. En el tiempo que hay entre medida y medida
del area, las células se mantienen en la estufa de cultivos a 37 °C, 5 % CO, y 95 % de

humedad.

Las condiciones en las cuales testamos la velocidad de migracion son las

siguientes (n = 4 para cada condicién):

1) Control transfectado con el reactivo siPORT NeoFX.

2) Control transfectado con el reactivo SiPORT NeoFX y tratado con ApsA 100 uM.

3) Células transfectadas con siRNA #1 para P2Y 5.

4) Células transfectadas con siRNA #1 para P2Y y tratado con Ap,A 100 uM.

5) Células transfectadas con siRNA #2 para P2Y .
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6) Células transfectadas con siRNA #2 para P2Y, y tratado con ApsA 100 uM.

3.10.3.- Estudios in vivo.

3.10.3.1.- Validacion del silenciamiento del receptor P2Y, in vivo.

3.10.3.1.1.- RT-PCR cuantitativa a tiempo real (RT-PCRq).

Para validar la eficiencia del siRNA y su efecto sobre su diana, se realizan
medidas de reduccion de los niveles para el ARNm del receptor P2Y, realizando

ensayos de RT-PCRag.

Instilamos durante cuatro dias consecutivos alicuotas del siRNA #2 a dosis 10
nM en un volumen de 40 ul de NaCl 0.9 %. Las muestras se recogen 48, 72 y 96 horas
después de la primera instilacion del siRNA. Para esta recoleccion de estas muestras se
realizan Citologias de Impresion. Para ello, tras la instilacion de anestésia topica (0.4 %
oxibuprocaina y 1 % tetracaina), se coloca sobre la zona central de la cornea un disco de
5 mm de diametro de acetato de celulosa y se somete a una leve presion durante 15
segundos para asegurarnos que recogemos el mayor numero de células posible.
Inmediatamente se transfiere el disco con la muestra celular a un tubo que contiene 350
ul de reactivo para extraccion de ARN (RNeasy Mini Kit), y se guardan las muestras a -

80 °C hasta su posterior utilizacion.

Tras descongelar las muestras y agitarlas en el vortex para su homogeneizacion,
la extraccion del ARN se realiza siguiendo el protocolo de QIAGEN para el Kit
RNAeasy Mini. Para evitar la contaminacién con ADN gendmico se realiza un paso de

digestion del ADN en columna.

Para la sintesis de ADN, 30 ul de ARN total se retrotranscribe empleando el kit
High Capacity cDNA RT. La cuantificacion relativa de la expresion génica se lleva a
cabo en triplicado mediante RT-PCR a tiempo real en el sistema ABI Prism 7300 Real-
Time PCR utilizando el kit Quantitect SYBR Green siguiendo las instrucciones de la

casa comercial QIAGEN para condiciones de ciclacion: un paso de activacion a 95 °C
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15 minutos; repeticion de 40 ciclos de desnaturalizacion / anillamiento y extension a 94
°C 15 segundos, 60 ° C 30 segundos y 72 ° C 30 segundos; seguido de la curva de
disociacion a 95 ° C 15 segundos, 60 °C 30 segundos y 95 °C 15 segundos.

Los siguientes oligonucleotidos especificos para el receptor P2Y, se disefiaron

para la amplificacion por PCR a tiempo real:

P2Y, Oligonucleotido Sentido: 5°- TGGAGCCGTCTCTAACCCTGA-3".

P2Y, Oligonucledtido Antisentido: 5'- GCTGGCACGCTGAACCAGTA-3".

El nivel de ARNm para P2Y, se normaliza con el gen control HPRTL,

empleando los oligonucle6tidos con la siguiente secuencia:

HPRT1 Oligonucledtido Sentido: 5°- CTGGCAAAACAATGCAGACCT-3".

HPRT1 Oligonucledtido Antisentido: 5- GTCCTTTTCACCAGCAGGCTT-3".

Para calcular el porcentaje de ARNm para P2Y', restante se emplea el método de
Pfaffl (Pfaffl, 2001).

3.10.3.1.2.- Inmunohistoquimica para P2Y .

Para estudiar el silenciamiento del receptor P2Y, mediante el empleo del sSiRNA
#2, realizamos un ensayo en el cual vamos a lesionar las corneas de los conejos

siguiendo el protocolo siguiente:

Instilamos durante tres dias consecutivos (a la misma hora, 10:00 horas de la
mafiana), alicuotas del siRNA a dosis 10 nM en un volumen de 40 ul de NaCl 0.9 %
(ver esquema siguiente), y a las 22:00 horas del tercer dia de instilacion lesionamos las
corneas empleando discos de papel Whatman n° 1 de 5 mm de diametro, empapados en

n-heptanol y colocado sobre la superficie corneal durante 30 segundos.
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Esperamos 10 horas (lo que in vivo corresponde con la fase de latencia), y a las

8:00 horas del cuarto dia de ensayo, volvemos a instilar el SIRNA para P2Y; en dosis 10

nM en 40 ul de NaCl 0.9 %, y comenzamos con las instilaciones de Ap,A 100 uM cada

seis horas (ver esquema) hasta el tiempo maximo de las 36 horas posteriores a la lesion

(ver esquema).

Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5
00:00
02:00 Ap/A
04:00
06:00
Lesién 12 h

08:00 SIRNA Ap,A

ApsA para24y36h

Sacrificar conejo 36 h,

10:00 | siRNA SiRNA SiRNA enuclear y fijar PFA
12:00
14:00 ApsA para24y36h
16:00
18:00 ApsAparal2h

Ap,A para24y 36 h
20:00 Sacrificar conejo 12 h,

enuclear y fijar en PFA
22:00 Lesién 24y 36 h Sacrificar conejo 24 h,

enuclear y fijar en PFA
24:00

Las condiciones control y ApsA, comienzan con la lesion el Dia 3 a las 22:00h,

siguiendo el dia 4 con las instilaciones de NaCl 0.9 % y Ap4A respectivamente, hasta el

momento del sacrificio y enucleacion de los o0jos.

132




Material y Métodos

A los tiempos de 12, 24 y 36 horas sacrificamos los animales con una sobredosis
de Propofol-Lipuro 1 %, enucleamos los ojos, diseccionamos las corneas y las fijamos
en PFA 4 % a 4 °C durante unas 6 horas aproximadamente, y procedemos a la inclusién
en Jung Tissue medio de criomontaje, y con el criostato Leica CM1850 realizamos

secciones de 10 um de grosor en portas gelatinados.

Una vez tenemos los cortes, procedemos a bloquear las uniones inespecificas
con la solucidn de bloqueo (PBS 1x BSA 3 %, Triton X-100 1 %, FBS 5 %), incubando
con ella 1 hora a temperatura ambiente. A continuacion, se realizan dos lavados con
PBS 1x BSA 3 % de 5 minutos cada uno, e incubamos con el anticuerpo primario anti-
P2Y, 1:50 0 PBS 1x BSA 3 % en el caso de los controles negativos. Este anticuerpo se
incuba toda la noche a 4 °C en atmdsfera himeda y oscuridad. Finalizada la incubacion,
lavamos las células con PBS 1x BSA 3 % durante 10 minutos, y repitiendolo tres veces,
realizando posteriormente la incubacion con el anticuerpo secundario donkey anti-goat
anti 1g-G FITC) en dilucién 1:200. Finalmente, montamos los portas con medio de
montaje Vectashield con DAPI, y observamos los resultados mediante microscopia
confocal empleando el Zeiss Axiovert 200M, equipado con el modulo confocal LSM 5

Pascal.

3.10.3.2.- Ensayos de migracion en presencia de siRNA frente al receptor P2Y,.
Para estudiar el efecto que la instilacién del siRNA para el receptor P2Y, tiene

en la migracion del epitelio corneal lesionado en corneas completas en conejos Vivos,

realizamos un ensayo de migracion celular para Aps,A 100 uM in vivo tras la instilacion

del SIRNA P2Y, #2.

Los protocolos de instilacion del siRNA para P2Y, y de lesion corneal son los

mismos que los descritos en el apartado anterior.

Las tres condiciones de lesiones en las que vamos a estudiar la velocidad de

migracion son:
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1) Control con NaCl 0.9 %.

2) ApsA 100 puM.

3) siRNA para P2Y; + ApsA 100 uM.

Dia1l Dia 2 Dia 3 Dia 4
00:00
02:00
04:00
06:00
08:00 siRNA/Ap,A/foto
10:00 SiRNA SiRNA SiRNA foto
12:00 foto
14:00 Ap,Alfoto
16:00 foto
18:00 foto
20:00 Ap,Alfoto
22:00 Lesion
24:00

Las condiciones control y ApsA, comienzan con la lesion el Dia 3 a las 22:00h,

siguiendo el dia 4 con las instilaciones de NaCl 0.9 % y Ap4A respectivamente junto

con la toma de imagenes.

El ensayo de migracion lo realizamos en el periodo de tiempo comprendido

entre las 10 y las 24 horas posteriores a la lesion. Empleando la lampara de hendidura

Topcon SL-8Z y el software IMAGEnRet 2000 asociado, estudiamos el desarrollo de las
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lesiones, tomando imagenes cada 2 horas (desde las 10 horas de la lesion hasta las 22

horas de la misma).

3.11.- EFECTO DE LOS DINUCLEOTIDOS EN LA ETAPA DE DIVISION
CELULAR.

3.11.1.- Estudio de la proliferacion del epitelio corneal in vitro.
3.11.1.1.- Efecto de Ap.sA en la proliferacion celular.

Para conocer si la activacion por ApsA de las células epiteliales corneales
lesionadas tiene alguna implicacion en la fase de divisién celular, realizamos un ensayo
de proliferacion celular en células SIRC en placas de 96 pocillos (recubiertas con
gelatina) empleando el kit CyQUANT® NF Cell Proliferation Assay.

Sembramos 10000 células / pocillo, y una vez estan adheridas realizamos una
incubacion en medio MEM sin suero durante toda la noche para detener las células en la
misma etapa del ciclo celular. A continuacion comenzamos con los distintos
tratamientos (n = 8 en cada caso):

1) Control (medio Locke).

2) Ap,A 100 pM.

3) Suramina 100 uM + ApsA 100 uM.
4) AG1478 100 uM + ApsA 100 uM.
5) U0126 100 uM + ApsA 100 pM.

6) Y27632 100 uM + ApsA 100 uM.

7) Estaurosporina 1 uM + Ap;A 100 uM.
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8) Bisindolilmaleimida-1 10 uM + Ap4A 100 uM.

9) U73122 3 uM + ApsA 100 uM.

10) U73343 3 uM + ApsA 100 uM.

Como en los ensayos de migraciéon celular, pre-incubamos con los antagonistas e
inhibidores a la concentracion determinada en medio Locke durante un periodo de
tiempo de 30 minutos (salvo el pre-tratamiento con U73122 y U73343 que es 10
minutos), y seguidamente incubamos las células con Aps;A durante 2 minutos.
Transcurrido ese tiempo, se lavan las células y se afiade medio MEM completo fresco.
La monocapa se incuba cada 6 horas hasta un periodo de tiempo de 36 horas, siguiendo
el mismo protocolo de aplicacion descrito para los ensayos de migracion celular. En el
tiempo que hay entre las distintas incubaciones, las células se mantienen en la estufa de
cultivos a 37 °C, 5 % CO, y 95 % de humedad.

A las 24 y 36 horas del inicio de las incubaciones, medimos la proliferacién
celular para cada tratamiento. Para ello seguimos las indicaciones que nos indica
Invitrogen en el Kit CYQUANT® NF Cell Proliferation Assay, y una vez hemos afiadido
los 100 ul de la solucion fluorescente, incubamos 30 minutos a 37 °C y medimos la
fluorescencia a tiempo final en el lector de placas Fluoroscan ASCENT FL con el
software ASCENT v 2.6 acoplado. La medida se lleva a cabo con una excitacion a 485

nm y una deteccién de la emisién a 530 nm.

Los valores de proliferacion vienen determinados en tanto por ciento en

unidades arbitrarias de fluorescencia.
3.11.1.2.- Efecto de ApsA en la proliferacién celular.
A parte de intentar conocer el papel de Aps;A en la fase de division celular,

estudiamos el papel de ApsA en la misma, realizando un ensayo similar al descrito en el

punto anterior.
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Sembramos 10000 ceélulas / pocillo, y una vez estdn adheridas realizamos el
mismo procedimiento que el descrito para Aps;A. A continuacion comenzamos con los
distintos tratamientos (n = 24 en cada caso), y realizamos el ensayo en placas de 96

pocillos recubiertas con gelatina:

1) Control (medio Locke).

2) ApsA 100 puM.

3) SB203580 100 uM + ApzA 100 pM.

4) U0126 100 uM + ApzA 100 M.

Seguimos el mismo protocolo de actuacion que el descrito para el estudio de
proliferacion con ApsA, siguiendo las instrucciones del kit CyQUANT® NF Cell
Proliferation Assay, y realizando las medidas de fluorescencia a tiempo final en el lector
de placas Fluoroscan ASCENT FL con el software ASCENT v 2.6 acoplado, con una

excitacion a 485 nm y una deteccion de la emision a 530 nm.

Los valores de proliferacion vienen determinados en tanto por ciento en

unidades arbitrarias de fluorescencia.

3.11.1.3.- Efecto de la combinacion de ApsA 'y ApsA en la proliferacion celular.

Por ultimo, estudiamos el efecto que la combinacion de ApsA y Ap4A tienen en
la proliferacion de las células epiteliales corneales. Para ello, realizamos un ensayo de
proliferacion celular en células SIRC en placas de 96 pocillos recubiertas con gelatina,
las cuales tratamos con una concentracion fija de ApsA o ApsA y concentraciones
crecientes del dinucle6tidos contrario como indicamos a continuacion. Sembramos
10000 células / pocillo, y una vez estan adheridas realizamos una incubacién en medio
MEM sin suero durante toda la noche para detener las células en la misma etapa del
ciclo celular. A continuacion comenzamos con los distintos tratamientos (n = 8 en cada

caso):
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1) Control (medio Locke).

2) ApsA 100 uM + ApzA 0.1 pM.
3) ApsA 100 uM + ApsA 1 uM.
4) ApsA 100 uM + ApzA 10 pM.
5) ApsA 100 pM + ApzA 100 pM.
6) ApsA 100 uM + ApsA 1 mM.
7) ApsA 100 uM + ApsA 0.1 uM.
8) ApzA 100 uM + Ap,A 1 pM.
9) ApsA 100 uM + ApsA 10 puM.
10) ApsA 100 uM + ApsA 100 uM.
11) ApsA 100 uM + ApsA 1 mM.

En este caso, pre-incubamos con el dinucle6tido a concentracion 100 pM
durante un tiempo de 2 minutos, y a continuacion incubamos con las concentraciones
seriadas del otro dinucleétido durante 2 minutos. Transcurrido ese tiempo, se lavan las
células y se afiade medio MEM completo fresco. La monocapa se incuba cada 6 horas

hasta un periodo de tiempo de 36 horas, siguiendo el mismo protocolo de aplicacion

descrito anteriormente.
De nuevo, a las 24 y 36 horas del inicio de las incubaciones, medimos la

proliferacion celular para cada tratamiento. Para ello seguimos las indicaciones que nos

indica el fabricante en el Kit CyQUANT® NF Cell Proliferation Assay, y una vez
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hemos afiadido los 100 ul de la solucion fluorescente, incubamos 30 minutos a 37 °C y
medimos la fluorescencia a tiempo final en el lector de placas Fluoroscan ASCENT FL
con el software ASCENT v 2.6 acoplado, y realizando las medidas con una excitacion a
485 nm y una deteccidn de la emision a 530 nm.

Los valores de proliferacion vienen determinados en tanto por ciento en

unidades arbitrarias de fluorescencia.

3.11.2.- Estudio de proliferacion del epitelio corneal mediada por ApsA in vivo.
RT-PCR cuantitativa para CCNE1 y CDK2.

Para verificar la implicacion del sistema ApsA / P2Y, en la etapa de
proliferacion tras una lesion en el epitelio corneal in vivo, vamos a estudiar la activacion
del sistema CCNE1 / CDK2 (Ciclina E1 / Quinasa dependiente de Ciclina 2), un sistema
implicado en el paso de fase G1 a fase S del ciclo celular, en lesiones tratadas con Ap,A
tanto en presencia como en ausencia del sSiIRNA para el receptor P2Y .

Como en el caso del ensayo de migracién, instilamos durante tres dias consecutivos (a
la misma hora, 10:00 horas de la mafiana), alicuotas del siRNA a dosis 10 nM en un
volumen de 40 ul de NaCl 0.9 %, y a las 22:00 horas del tercer dia de instilacion
lesionamos las corneas empleando discos de papel Whatman n° 1 de 5 mm de diametro,
empapados en n-heptanol y colocado sobre la superficie corneal durante 30 segundos.
De nuevo, tras las 10 horas que dura la fase de latencia in vivo, volvemos a instilar el
siRNA para P2Y; en dosis 10 nM en 40 ul de NaCl 0.9 %, y comenzamos con las
instilaciones de ApsA 100 uM cada seis horas (ver esquema) hasta el tiempo méaximo de

36 horas posteriores a la lesion.

Las tres condiciones de lesiones en las que vamos a estudiar la activacion de

estas proteinas son:

1) Control con NaCl 0.9 %.

2) ApsA 100 uM 0 ApsA 100 pM.
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3) siRNA para P2Y, + ApsA 100 uM o siRNA para P2Y, + Ap,A 100 uM.

Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5
00:00
02:00 Ap,A 0 Ap:A
04:00
06:00
08:00 SiRNA/Ap,A 0 Ap,A 0 Ap:A
ApzA
10:00 | siRNA siRNA siRNA Citologia
Impresion 36h
12:00
14:00 Ap,A 0 ApzA
16:00
18:00
20:00 Ap,Al 0 Ap:A
22:00 Lesion Citologia
Impresion 24h
24:00

Las condiciones control, ApsA y ApsA, comienzan con la lesion el Dia 3 a las
22:00h, siguiendo el dia 4 con las instilaciones de NaCl 0.9 %, ApsA o0 ApsA

respectivamente junto con la recogida de las muestras.

A las 24 y 36 horas posteriores a la lesion (72 y 96 horas posteriores a la primera
instilacion del siRNA), realizamos una citologia de impresion de la misma manera que
la realizada para ver la expresion del P2Y,, y se procede a la extraccion del ARN total
empleando el Kit RNeasy Mini siguiendo el protocolo descrito por QIAGEN, y para
evitar la contaminacion con ADN gendmico se realiza un paso de digestion del ADN

en columna.
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Como en el caso de del estudio de expresion para P2Y5, 30 pl de ARN total se
retrotranscribe empleando el kit High Capacity cDNA RT. La cuantificacion relativa de
la expresion génica se lleva a cabo en triplicado mediante RT-PCR a tiempo real en el
sistema ABI Prism 7300 Real-Time PCR utilizando el kit Quantitect SYBR Green
siguiendo las instrucciones de la casa comercial QIAGEN. Los siguientes
oligonucleottidos especificos para el CCNE1 y CDK2 se disefiaron para la amplificacion

por PCR a tiempo real:

CCNEZ1 Oligonucleétido Sentido: 5'-CAGGTTGCGTACCTGAATGA-3".

CCNEL1 Oligonucleétido Antisentido: 5'-CGACATCCAGGACACAGAGA-3 .

CDK2 Oligonucledtido Sentido: 5-GGTCCTGCACCGAGATCTAA-3".

CDK2 Oligonucle6tido Antisentido: 5-ACCACCTCGTGGGTGTAAGT-3".

El nivel de ARNm para estas proteinas se normaliza con el gen control HPRT1,

empleando los oligonucle6tidos ya descritos en el punto 3.10.3.1.1.

Las condiciones de ciclacion para la PCR son las mismas descritas en el punto
3.10.3.1.1. y son las que define QIAGEN para el kit Quantitect SYBR Green.

Para calcular el porcentaje de ARNm para P2Y, restante se emplea el método
Pfaffl (Pfaffl, 2001).

3.12.- ANALISIS DE LOS RESULTADOS.

ENSAYOS DE MIGRACION CELULAR:

La disminucién del area lesionada durante el proceso de migracion celular, es un
proceso no lineal y por tanto, para determinar esta disminucion empleamos una
modificacion del estudio de la velocidad constante descrito previamente (Crosson et al.,

1986). La migracion se determina por regresion lineal del descenso de area lesionada
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durante las 10 primeras horas de medicion, y se obtiene de la pendiente de la recta de
regresion, expresandose como A descenso de area por hora. El tiempo total de cierre de
la lesion se calcula mediante extrapolacion de la recta de regresion en el eje del tiempo,
cuando el &rea lesionada equivale a 0.

La velocidad de migracion, expresada como Velocidad Estimada de Migracion
(VEM), y el tiempo que tarda la herida en cerrar, denominado Tiempo Estimado de Re-
epitelizacion (TER), tanto en lesiones control como tratadas, se comparan empleando el
test estadistico de one-way ANOVA. Los valores los expresamos como media + S.E.M
(error estandar de la media). El nivel de significancia para las diferencias esta indicado

en cada caso.

Cuando representamos la regresion lineal del descenso de area lesionada,
normalizamos los resultados en relacién al valor de 100% equivalente al area medido al
inicio del ensayo (tiempo O horas), para normalizar la variabilidad en las lesiones entre
un pocillo y otro, asi como entre los diversos ensayos realizados, siguiendo la estrategia
de otros autores (Desai et al., 2004). Las variaciones de VEM se expresan como %
descenso de area * h ™, y todos los datos se expresan en relacion a los datos control para

minimizar las variaciones intrinsecas debidas al sistema.

ANALISIS DE DINUCLEOQTIDOS POR HPLC:

Para calcular la concentracion de dinucleétidos tras su andlisis por HPLC, los
picos que se obtienen se transforman en concentraciones gracias a la comparacion con
controles estandar externos para diadenosina polifosfatos de concentracion conocida.
Ademas, para conocer la evolucion de la concentracion de Ap4A en corneas lesionadas,
debemos tener en cuenta tanto el volumen inyectado para su analisis por HPLC como

los valores de secrecion lagrimal.

ENSAYOS DE WESTERN BLOT:

Para representar los resultados de los ensayos de Western Blot para pERK1/2,

ROCK-I, pp38 y pMLC2, tras el analisis densitométrico de las bandas (en el sistema de
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imagenes Kodak Gel Logic 200 acoplado al Kodak molecular image software), la
intensidad de banda se relativiza en funcion a los valores de ERK2, p38 0 MLC2
respectivamente. Las variaciones de intensidad se expresan como intensidad de sefial en
% en relacion al control y se expresan como media + S.E.M, debido a que todos los
resultados se refieren al control para minimizar las diferencias intrinsecas, de igual

forma que en los ensayos de migracion celular.

ANALISIS CUALITATIVO DE FLUORESCENCIA:

La distribucion intracelular de pERK1/2 y ROCK-I se determina mediante la
cuantificacion densitométrica de la intensidad de sefial para pERK1/2 y ROCK-I en el
nucleo y en el citoplasma de varias imagenes (n = 4). En cada caso, los resultados se
expresan como media £ S.E.M y viene representada en unidades arbitrarias. La
cuantificacion densitométrica en este caso se realiza con el software del modulo

confocal Pascal (LSM 5; microscopio Zeiss Axiovert 200M).

La cuantificacion de la sefial para el receptor P2Y; en los ensayos realizados con
el siRNA para este tanto in vivo como in vitro se realiza mediante anélisis
densitométrico de la intensidad de la sefial para P2Y, de la mima manera descrita en el

parrafo anterior.

ENSAYOS DE PROLIFERACION CELULAR:

Los resultados de cuantificacion in vitro realizados con el Kit CyQUANT® NF
Cell Proliferation Assay, realizamos la media de las medidas de los pocillos tratados
con el mismo agonista / antagonista-inhibidor, y normalizamos en tanto por ciento en
base a los resultados control (100 %) en ausencia de cualquier agonista o antagonista /
inhibidor, y comparando los mismo mediante el test estadistico de one-way ANOVA.

ENSAYOS DE RT-PCR CUANTITATIVA A TIEMPO REAL:

Para realizar la cuantificacion relativa del nivel de ARNm para P2Y,, CCNEl y

CDK2 en las corneas tratadas con Aps;A, ApsA, Yy P2Y, siRNA en presencia de los
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dinucledtidos con los niveles de ARNm en corneas control, se emplea el método Pfaffl
(Pfaffl, 2001). Se preparan curvas estandart para P2Y,, CCNE1l, CDK2 y HPRT1
empleando diluciones seriadas de ADNc en funcion de su correspondiente Ct. La
eficiencia de amplificacion para todos los genes fue determinada, siendo la pendiente
cercana a 2 en todos los casos (por ejemplo Eccner= 1.96, Epprri= 2.09). Controles en
los cuales no se ha realizado la transcripcion reversa se emplearon para descartar
contaminacion con ADN genomico. Por ultimo, la generacion de las curvas de melting
confirma la presencia de un anico producto especifico y la ausencia de dimeros de

oligonucleotidos.

144



Resultados







Resultados

4.- RESULTADOS

4.1.- INMUNOCITOQUIMICA PARA CITOQUERATINA 3.

Para confirmar que las células ais ladas m ediante el protocolo descrito para la
realizacion del cultivo prim  ario, son ef ectivamente células de epitelio corn eal,
realizamos un estudio inm unocitoquimico para citoqueratina 3. Esta proteina es un
componente de los filam entos intermedios y es caracteristica de la s células epiteliales.
Como se ha visto una expresion selectiva de esta proteina en cornea de varias especies y
tiene un papel funda mental en el mantenim iento de la integridad del epitelio corneal,

empleamos esta protein a como marcador para discriminar células epiteliales corneales

(Schermer, 1986, Lu et al., 2001).

En la Figura 16A, observam os la morfologi a de las célu las aisladas vista bajo
microscopia de Nom arski. Estas células  aisladas tienen unam orfologia poligonal
caracteristica de las c¢ lulas epiteliales. Cuando estudiamos la sefial del anticuerpo
especifico para Citoqueratina 3, vemos que todas las células de nuestro cultivo primario
se marcan de forma positiva (marcaje de color verde) para esta pro teina (Figura 16 B).
El marcaje se localiza a lo la rgo de todo el citoplasm a celular y se corresponde con la
posicion de los filamentos intermedios en las células. Cuando estudiamos los resultados
de las células incubadas en ausencia de | anticuerpo prim ario anti-citoqueratina 3

(control negativo), observamos que no existe sefial fluorescente (Figura 16C).

Por tanto, podemos concluir, que las células aisladas en cultivo primario son con
toda seguridad, células epiteliales de cornea y, es por ello que comenzamos a investigar
en ellas el papel de diversos dinucleotidos ex tracelulares en el proceso de m igracion

celular.
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Figura 16: Inmunocitoquimica para Citoqueratina 3 en cultivo de células de epitelio corneal de conejo.
(A) Células de epitelio corneal de conejo mostrando la morfologia poligonal bajo microscopia Nomarski
(40X). (B) Marcaje celular con anti-citoqueratina 3 a lo largo de todo el citoplasma de la célula epitelial

corneal (40X). (C) Control negativo.

4.2.- EFECTO DE LOS DINUCLEOSIDOS POLIFOSTATO Y NUCLEOTIDOS
EN EL PROCESO DE RE-EPITELIZACION CORNEAL.

4.2.1.- Estudio de los distintos di- y mononucleoétidos a concentracion 100 pM.

Para conocer cual es el ef ecto que sobre la migracion celular tienen los diversos
dinucledsido polifosfatos (ApsA, ApsA, ApsA y UpsU) y nucleodtidos (ATP, UTP, ADP
y UDP), empezam os ensayando estos a co ncentracion 100 uM siguiendo el

procedimiento descrito en Material y Métodos.

Cuando comparam os los resultados de la s lesiones tratadas con las lesiones
control, observamos la existencia de tres com portamientos diferentes en la m igracion

celular de las células del epitelio corneal de conejo en cultivo:

1) Por un lado, encontramos que tres de los agonistas ensayados (ApsA, ATPy UT P)
poseen la capacidad de acelerar la m igracion celular, por lo que producen un aumento
en la velocidad estimada de migracion (VEM) acompafiado de un descenso en el tiempo

estimado de reepitelizacion (TER) cuando lo comparamos con las lesiones control.
2) Otros tres agonistas (Ap3A, ApsA y UDP) hacen el efecto opuesto, es decir, tienen la

capacidad de frenar lam  igracion, produc iendo un descenso en la VEM con el

consecuente aumento en el TER cuando lo comparamos con las lesiones control, y
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3) Los otros dos agonistas restantes ( UpsU y ADP) no alteran la migracion celular si lo
comparamos con la m igracion en las lesiones control, es decir, presentan valores de

VEM y de TER similares a los del control.

En la Figura 17A, encontramos una serie de imagenes en las que comparamos la
migracion de las lesiones control con la migracion tras el tratamiento con ApsA, Ap3A'y
ADP 100 uM, en distintos periodos de tiem  po (0, 6 y 10 horas). C  omo podemos
observar, la incubacion con Ap 4A produce una aceleracion del pro ceso de m igracion,
reduciendo de for ma significativa el tiem po necesario para cerrar co mpletamente la
lesion. Con Ap 3A ocurre lo contrario, es decir, au menta significativam ente el tiem po
necesario p ara cerrar la lesion al frenars e la migracion celular. S in embargo, cuando
incubamos con ADP, no observamos ninguna va riacion significativa en la m igracion

celular si comparamos con la migracion de las lesiones control.

Lo m ismo podem os observar en la Figura 17B, donde encontramos la
representacion de la variacion del 4rea lesiona da con el tiempo, tanto en las lesiones

control como en las lesiones tratadas con ApsA, ApsA y ADP todos 100 uM.
Tanto en la Figura 18 como en la Tabla 6, encontramos los resultados en valores

de VEM (Figura 18A) y de TER (Figura 18B) para todos los compuestos ensayados a la

concentracion 100 uM.
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Figura 17: Ensayos de migracion para ApsA, ApzA y ADP a concentracion 100 x4M. (A) Imégenes del
proceso de migracion en monocapas en cultivo tomadas a tiempos 0, 6 y 10 horas en ausencia (Control)
y presencia de ADP, Ap,A 'y ApsA 100 «M. (B) Gréficas representando la variacion del area lesionada vs
tiempo para ADP, Ap,A y Ap;A 100 uM.
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Figura 18: Resumen de los efectos de VEM y de TER para todos los compuestos estudiados a
concentracion 100 M. (A) Valores de VEM en % reduccion area * h™ para los ocho agonistas testados.
(B) variacion de TER en horas para los mismos agonistas. Los valores vienen definidos como media +

s.em. (*p <0.05y ** p <0.001 vs. control).
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COMPUESTO (100 pM)  VEM (% reduccion drea* h™) A EHT (- aceleracién  + retardo)
CONTROL 4.20+0.15 % 0h
Ap;A 3.83+0.18 %* +6.5h
ApA 6.25 +0.33 %** -5h
ApsA 314 +£0.11 %** +10h
Up,U 421+0.41 % 0Oh
ATP 4.56 +0.09 % -3h
UTP 5.07 +0.28 %* -275h
ADP 4.19+0.18 % 0h
UDP 3.82+0.35 %* +2h

Tabla 6: Valores de VEM y de TER para di- y mononucledtidos en el proceso de migracién celular.
Valores expresados como media # s.e.m. para ocho experimentos independientes. VEM calculado como
% reduccion area * h™. Para el TER: (+) representa el retraso en la migracién con respecto a los
valores control (expresados en horas) y, (-) representa la aceleracién en el proceso de migracién con

respecto a los valores control (* p <0.05y ** p <0.001 vs. control).

4.2.2.- Curvas concentracion-respuesta para di- y mononucledtidos.

Conociendo los seis agonist as que m odifican en al gin sentido la m igracion
celular en el epitelio co rneal de co nejo (ApsA, ATP y UTP, que aceleran de form a
significativa la migracion, y Ap 3A, ApsA y UDP, que tiene el efecto opuesto), hemos
realizado ensayos de migracion celular, incubando las células epiteliales lesionadas con
diversas concentraciones (0.01 uM a ImM) de cada uno estos agonistas, con la idea de

generar las respectivas curvas de concentracion-respuesta (n = 8 en cada caso).

En la Figura 19A, encontramos las curvas de concentracion-respuesta en valores
de VEM para aquellos com puestos que ace leran la m igracion celular (Ap 4A, ATP y
UTP). La incubacion del epitelio corneal con dosis graduales de Ap4A y UTP, responde
a un patréon sigm oide con valores pD , de 6.05 +0.49 y 5.97 + 0.6 respectivam ente (lo
que corresponde a unos valores de EC 59 de 0.89 uM para ApsA 'y 1.07 uM para UTP).
Sorprendentemente, cuando estudiam

os la concentracion-respuesta para ATP,

observamos com o este m ononucleo6tido sigue una respuesta en forma de cam  pana
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(Figura 19A): la exposicion a bajas concentraciones de agonista (1 puM) esta aso ciado
con la m 4xima aceleracion de la m igracion celular (valores pD , de 6), m ientras que a
altas concentraciones (10 uM y 1 mM) no se produce aceleracion en la m igracion. Tan
solo som os capaces d e observar una cierta aceleraci6 ndelam igracién cuando

incubamos las células con concentracion 100 uM de ATP.

Cuando realizam os el m ismo tipo de e xperimentos con los com puestos que
tienen efecto retardante en la m igracion celular (Ap 3A, ApsA y UDP ), encontramo s
curvas concentracion-respuesta para VEM que siguen un comportam iento sigmoide en
los tres casos (Figura 19B). Los valores pD; obtenidos son: 5.29 £ 1.5 para ApsA, 5.759
1+ 0.09 para ApsA y 5.62 £0.97 para UDP, lo que resulta en valores E Cso de 5.13 uM,
1.73 uM y 2.39 uM respectivamente.

En las Figuras 19C y 19D, encontramos la s graficas de concentracion-respuesta
para los valores de TER para cada uno de los com  puestos estudiados. Para aquellos
compuestos que aceleran VEM, observam os un descenso en TER, que en el caso de
ApsA y UTP, sigue un proceso si gmoide, mientras que para ATP, tenemos una grafica
de concentracion-respuesta donde a bajas concentraciones el TER dis minuye,
aumentando a concentraciones altas de ATP. En el caso de los compuestos que frenan la

migracion celular, encontramos de nuevo un comportamiento sigmoide en los tres casos

(ApsA, ApsA y UDP).

Si nos basamos en los resultados de las curv as concen tracion-respuesta, es
posible discriminar un orden de potencia de los compuestos estudiados que aceleran la
migracion: ApsA > UTP > ATP. De la misma forma, el rango de potencia de actuacion

de los com puestos que reducen la m igracion celular es el siguiente: Ap sA > Ap3A =

UDP.

Estos perfiles farm acologicos nos sugier en la exis tencia de dos re ceptores
purinérgicos diferentes en las célu las del epitelio corneal implicados € n la m igracion
celular: un recepto r P2Y , implicado en la aceleracion de lam igracidn, y un receptor

P2Y, que seria el responsable del retardo de la misma.
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Figura 19: Curvas concentracion-respuesta para di- y mononucleétidos en el rango de migracion
celular. (A) Curva concentracion-repuesta para los valores de VEM de los tres agonistas que
incrementan la migracion celular (Ap,A, ATP, y UTP). Ap,A y UTP siguen un patrén sigmoide, mientras
que ATP sigue un patrén de campana. (B) Patrén sigmoide de las curvas concentracion-respuesta para
VEM de los agonistas que frenan la migracion celular (ApsA, ApsA, y UDP). (C) Perfil de las curvas
concentracion-respuesta para el TER de los agonistas que aceleran la migracién celular. (D) Perfil de

las curvas concentracion-respuesta para el TER de los agonistas que retardan la migracion celular.
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4.3.- ESTUDIOS DE MIGRACION CELULAR CON ANTAGONISTAS DE
RECEPTORES P2.

Como acabamos de m encionar, el p erfil farmacoldgico nos indica la presencia
de dos receptores purinérgicos (P2Y , y P2Y ¢) implicados en el proceso de m igracion
del epitelio corneal. Para discrim inar qué receptores purinérgicos son los que realm ente
estan involucrados en ambos procesos, se han realizado ensayos con los antagonistas de
los receptores purinérgicos suramina, Acido 6-azofenil-2"4"disulfonico-piridoxalfosfato

(PPADS) y reactivo azul 2 (RB-2).

A partir de ahora, los agonistas que vamos a emplear para los ensayos son: ApsA
como agonista tipo de aceleraci 6n de la m igracion celular, y Ap ;A como agonista tipo
del retardo en la m isma (en base a la potencia retardante, deberiam os emplear ApsA,
pero como hemos visto en algunos ensayos de migracion que se produce muerte celular,

nos decantamos por Ap;A).

4.3.1.- Ensayos de migracion con antagonis tas de receptores P2 a concentracion

100 uM.

Para conocer cual de los tres antagonist as mencionados es efectivo tanto en el
caso de los agonistas qu e aceleran la m igracion, como en el caso de lo s que la fren an,
comenzamos ensayando los tres antagonistas a concentracion 100 puM en presencia de
ApsA o Ap3A (ambos a concentracion 100 uM) (n = 8 cada uno), com o hemos descrito

en Material y Métodos.

Como observamos en la Figura 20A, la aplicacién de una concentraciéon 100 uM
de suramina, PPADS y RB-2, revierte de fo rma significativa el efecto acelerador que
Ap4A tiene en la m igracion del epitelio corn eal, observando com o la VEM se reduce
mientras qu e TER increm enta (Tabla 7) . En estareve rsion del efecto de Ap 1A, el

antagonista mas efectivo es la suramina.

Cuando realizam os el m ismo tipo de ensayo en presencia de Ap 3A 100 uM,

vemos como suram ina es incapaz de revert ir el efecto que produc e este dinucledtido,
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obteniendo valores de VEM y de TER sim ilares a los obtenidos cuando tratam os las
lesiones con Aps;A solo (Figura 20B, Tabl a 8). De forma sorprendente e inesperada, la
aplicacion de PPADS y RB-2 100 uM potencian el efectoqu e ApsAtieneenla
migracion celular (siendo m 4s potente RB-2), ya que obtenem os valores inferiores de
VEM, aumentando consecuentemente el tiem po necesario para cerra r la lesion (Tabla
8). Estos resultados nos indican que tanto PPADS com o RB-2 favorecen la accion de

ApsA a través del receptor que inhibiria la migracion del epitelio corneal.

A parte de estudiar el efecto que estos antagonistas P2 tienen en la migracion de
las células del epitelio corneal en presencia de los dinucled tidos ApsA'y ApsA, hemos
evaluado el efecto que en el mismo proceso tiene la incubacion con los tres antagonistas
a concentracion 100 uM solos, es decir, sin la pres encia de ninguno de los agonistas
testados hasta ahora. En la Figura 20C obs ervamos como los tres antagonistas producen
un retardo en la m igracion de las células ep iteliales de cornea, cuando lo com paramos
con la m igracion de lesiones control. Esto s r esultados ta mbién nos indican, que ¢ n
ausencia de ningln agonista, el antagonista P2 mas efectivo a concentracion 100 uM es

PPADS (Tabla 9).
Este hecho sugiere la presencia de nu cledtidos extracelulares en el medio, y que

estos nucleotidos activ arian de form a pref erencial el recep tor im plicado en la

aceleracion de la migracion celular.
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Figura 20: Datos de VEM para los antagonistas P2 a concentracion 100 #M, tanto en presencia como en
ausencia de Ap,A 0 ApsA 100 uM. (A) Valores de VEM en % reduccion area * h™ para los tres
antagonistas en presencia de ApsA. (B) Valores de VEM en % reduccién area * h™ para los tres
antagonistas en presencia de ApsA. (C) Valores de VEM en % reduccién area * h™ para los tres

antagonistas en ausencia de cualquier agonista.(* p <0.05y ** p <0.001 vs. control).
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COMPUESTO (100 uM) VEM (% reduccion area * h') AEHT (- aceleracion  + retardo)
Control 4.20+0.15 % Oh
ApiA 6.25 +0.33 %** -5h
Suramina+Ap,A 3.06 + 0.34 %** 11h
PPADS+Ap,A 3.75+0.19 %* +6h
RB-2+Ap,A 3.63+0.33 %* +7h

Tabla 7: Valores de VEM y de TER para ApsA 100 M en presencia de los antagonistas de los receptores
P2 en concentracion 100 pM. Valores expresados como media # s.e.m. para ocho experimentos
independientes. VEM calculado como % reduccion area * h™. Para el TER: (+) representa el retraso en
la migracion con respecto a los valores control (expresados en horas) y, (-) representa la aceleracion en

el proceso de migracion con respecto a los valores control (* p <0.05y ** p <0.001 vs. control).

COMPUESTO (100uM) VEM (% descenso area * h') AEHT (- aceleracién  + retardo)
Control 420+0.15 % 0h
Ap;A 3.83+0.18 % +6.5h
Suramina+Ap;A 3.92 +0.39 % +6h
PPADS+Ap;A 3.33 £0.38 %* +105h
RB-2+Ap;A 3.06 +0.38 %* +125h

Tabla 8: Valores de VEM y de TER para ApsA 100 ©M en presencia de los antagonistas de los receptores
P2 a concentracion 100 M. Valores expresados como media # s.e.m. para ocho experimentos
independientes. VEM calculado como % reduccion area * h™. Para el TER: (+) representa el retraso en
la migracién con respecto a los valores control (expresados en horas) y, (=) representa la aceleracion en

el proceso de migracién con respecto a los valores control (* p <0.05 vs. control).

COMPUESTO (100pM)  VEM (% reduccién drea * h') A EHT (- aceleracién  + retardo)

Control 420+0.15% 0h
Suramina 3.81+0.62 % +2h
PPADS 2.76 +£0.54 % * +85h
RB-2 3.67+0.86 % +3h

Tabla 9: Valores de VEM y de TER para antagonistas de los receptores P2 a concentracion 100 M en
ausencia de agonistas. Valores expresados como media +s.e.m. para ocho experimentos independientes.
VEM calculado como % reduccién area * h™. Para el TER: (+) representa el retraso en la migracion con
respecto a los valores control (expresados en horas) y, (=) representa la aceleracion en el proceso de

migracion con respecto a los valores control (* p <0.05 vs. control).
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4.3.2.- Curvas concentracion-respuesta para antagonistas P2.

Una vez que conocemos que antagonistas P2 de los tres estudiados son efectivos
para Ap 4A y Ap 3A, pasamos a realizar los ensayos de concentracidon-respuesta para
estos antagonistas efectivos: suramina en el cas o de Ap4A y RB-2 en el caso de Ap ;A,
testando concentraciones entre 0.1 uM y ImM, en presencia de Ap 4A o Ap3A 100 uM,

segun el antagonista (n = 8 en cada caso).

La habilidad de suramina para antagonizar el efecto que Ap4+A 100 uM tiene en
la migracion, se observa en la Figura 21A. Concentraciones seriadas de suram ina van
disminuyendo la capacidad acele radora de la m igracion de Ap 4A siguiendo un patrén
sigmoide de actuacion. Los valores pA  ; de suram inasonde 5.17 £ 0.59 (lo que

corresponde con un valor de ICsy de 6.76 uM).

Cuando se realizan los ensayos de  concentracion-respuesta con RB-2 y Ap 3A
100 uM (Figura 21B), el antagonista tiene de nuevo un com  portamiento sigmoide, y

presenta unos valores de pA, de 3.48 £+ 0.30 (valores de ICsp de 331.13 uM).
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Figura 21: Curvas concentracion-respuesta para los antagonistas suramina y RB-2. (A) Curva
concentracion-respuesta para el efecto del antagonista suramina en presencia de Ap,A 100 xM. (B)

Curva concentracion-respuesta para el efecto del antagonista RB-2 en presencia de ApzA 100 xM.

159



Resultados

Aun estando descrita la baja selectivid ad de los antagonistas por los re ceptores
P2, hay trabajos descritos que indican una mayor selectividad de suram ina por P2Y , y
de RB-2 por P2Y (Burnstock et al., 2006; von Kiilgelgen, 2006). Estos datos, junto con
los resultados descritos en este apartado pa ra los antagonistas P2 en lam igracion del
epitelio corneal en presencia de ApsA o Ap3A 100 uM, reafirman nuestra teoria de que
el receptor P2Y es el responsable de la ace leracion de la migracion via ApsA, mientras
que P2Y¢ es el encargad o de ralentizar la m isma tras la activ acion de Ap A, durante el

proceso de re-epitelizacion corneal.

4.4.- ANALISIS DE LOS DINUCLEOTIDOS POR HPLC.

4.4.1.- Estudio de la es tabilidad de los dinucledtidos tras los ensayos de migracion

in vitro.

Los dinucleotidos pueden de gradarse m ediante la acc i6n de ecto-enzim as que
transforman estas moléculas en mononucleétidos. Se puede dar el caso de que el efecto
descrito sea debido a productos de degradacion de los dinucle otidos en lugar del efecto
propio de estos. Para com probar si esto es asien el caso de lam igracion celular, se
ensayaron ApsA y ApsA, bajo las condiciones descritas en Material y Métodos (n=4 en

cada caso), y se estudio la degradacion de los dinucledtidos por HPLC.

En cuanto al com portamiento extracelular de Ap4A, no ha sido posible observar
ningin producto derivado de su hidrélisis tr as 2 m inutos de incubacién (Figura 22A,
22C). Incluso en presencia del antagonista suramina (del que se ha descrito que bloquea

alguna de las ecto-nucleotidasas), no fue posible encontrar diferencias en ningun caso.

Cuando se estudia Ap 3A, tampoco observamos ningun tip o de hidrolisis tras 2
minutos (Figura 22B, 22C). De nue vo, la presencia del antagonista (en este caso RB-2)

tampoco afecta a la hidrolisis de Ap;A.
Por tanto, p odemos concluir que la m odificacion en el ratio de m igracion del

epitelio corneal, es producida por los di nucleotidos y no por sus productos de

degradacion.
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Figura 22: Estabilidad de los diadenosina polifosfatos ApsA y ApsA en cultivo de células epiteliales de
cérnea por HPLC. (A) Ensayo de estabilidad para Ap,A, en presencia de suramina como inhibidor ecto-
enzimatico, en el cual se detecta una minima degradacion. (B) Estabilidad de ApsA ensayada de la
manera descrita en métodos. ApsA en ausencia y en presencia de RB-2, es minimamente degradado por
las enzimas extracelulares. (C) Gréfica en la que se muestran los cambios en la cantidad de ApzA y Ap,A

bajo las condiciones descritas en (A) y (B). Sura: Suramina.
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4.4.2.- Estudio de la concentracion de Ap4A en la lagrima de conejo tras una lesion

del epitelio corneal.

Para conocer el papel de los receptores P2Y  ,y P2Y ¢enla cornea, resulta
interesante valorar los nivele s de los dinucle 6tidos después de una lesion para ver si

existen cambios que puedan estimular los receptores P2Y.

Tras la realizacion de las lesiones corneales con el disco de papel Whatman n° 1
empapado e n n-heptano 1 como se indica en la seccion 3.6. 2 de Material y Métod os,
recogemos la secrecion lagrimal mediante el test de Schirmer, y tras el procesado de la

misma, procedemos al analisis de las distintas muestras mediante HPLC.

Recogemos muestras en los siguie ntes periodos de tiem po:- 0.5, 0, 10, 12, 14,
16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 48, 50, 52, 54, 56, 58 y 60 horas, periodo de
tiempo que incluye una etapa previaalale sion, y el tiempo que cubre las fases de

migracion y de division celular del proceso de re-epitelizacion corneal.

En la Figura 23 A encontram os una se rie de crom atogramas donde aparece el
pico para Ap4A en el tiempo de retencion correspondiente a este dinucledtido (en base a
los controle s estdnda r exter nos empleados) de las m  uestras d e lag rima de conejo
recogidas a los tiem pos 0, 10, 20 32 y 54 horas posteriores a la lesion. La Figura 23B
refleja el comportamiento de la concentracion de Ap 4A en la lagrima con el tiempo tras
la lesion corneal. Como podemos apreciar, entre las 0 horas y las 10 horas posteriores a
la lesion (tiempo que corresponde con la fase de latencia) se produce un descenso en los
niveles de Ap 4A, comenzando a recuperar los niveles de la lesion a las 12 horas de la
misma, y pe rmaneciendo en valores m 4s o m enos constantes hasta las 50 horas post-
lesion, momento en el cual se produce un nuevo aumento en la concentracion de Ap 4A,

permaneciendo de nuevo en valores constantes hasta la tiltima medida.
Estos resultados nos reflejan la presencia de este dinucledtido en las fases de

migracion y de division celular, lo que indicari a el papel fun damental de esta m olécula

en ambas etapas del proceso de re-epitelizacion corneal in vivo.
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Figura 23: Concentracion de Ap4A en la lagrima de conejo tras la realizacion de una lesion corneal. (A)

Cromatograma en cinco muestras de lagrima donde localizamos el pico que corresponde a Ap,A- (B)

Gréfica representando las variaciones de concentracion de Ap,A en la lagrima a lo largo del tiempo tras

una lesion en el epitelio corneal in vivo.
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4.5.- ESTUDIOS DE MIGRACION CON INHIBIDORES DE LAS RUTAS
INTRACELULARES.

Esta descrito que de entre las rutas intracelulares implicadas en la transmision de
sefal tras la activ acion de recep tores P2Y por nucledtidos, estan las rutas de MA PK
(ERK1/2) y RhoA /ROCK-I (Y ang et al., 2004; Klepeis et al., 2004; W einger et al.,
2005).

Para conocer si son estas rutas intracelul ares las im plicadas en los efectos que
sobre la re-epitelizacion corn eal tienen los din ucleotidos q ue aceleran y retardan la
migracion celular, realizamos varios ensayos de migracioén con diversos antagonistas de
las m ismas, para inten tar dis criminar la via de actuacion de lo s dinucledtidos para

producir el efecto de aceleracion y de retardo de la migracion del epitelio corneal.

4.5.1.- Ensayos de migracion con inhibidores de la autofosforilacion de TyrK y de

MAPK.

El prim er ensayo de migracion qu e hicim os fue con AG1478, un antagonista
general de Tirosin Quinasas y con el inhi ~ bidor U0126, inhibidor de la ruta de las
ERK1/2 a nivel de MEK, am bos a una concentracion 100 pM, tanto en presencia como

en ausencia de ApsA o Ap3A 100 uM (n = 8§ en cada caso).

Cuando estudiam os el efecto de esto s antagonistas e inhi  bidores sobre la
migracion con Ap 4A 100 uM, observam os lo siguiente: cuando com  paramos la
migracion celular de las lesiones tratadas con AG1478 y U0126 con las lesiones tratadas
con ApsA 100 uM en ausencia de cualquier inhibi dor, encontramos que se produce un
retardo en la migracion en ambos casos, disminuyendo la VEM y aumentando el tiempo

necesario para cerrar las lesiones de forma completa (Figura 24A, Tabla 10).
Sin embargo, cuando evaluam os el efecto que estos inhibidores tienen sobre la

migracion celular con Ap 3A 100 uM, com probamos que AG1478 retrasa ain m 4s la

migracion celular si lo com paramos con Ap 3A solo, m ientras que U0126 acelera la
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migracion celular alcanzando valores de VEM y de TER similares a los valores control

(lesiones no tratadas con ningun inhibidor y/o agonista) (Figura 24B y Tabla 11).

Por ultim o, cuando ensayam os estos dos 1 nhibidores solos, sin la presencia de
ningln agonista, a concentracion 100 pM, vemos que los tres producen un retardo en la
migracion celular, cuando com paramos los valores de VEM y de TER con los valores

para las lesiones control (Figura 24C y Tabla 12).

COMPUESTO (100pM)  VEM (% reduccién drea* h') A EHT(- aceleracion + retardo)

Control 4.20+0.15 % 0h
Ap:A 6.25 % 0.33 %*** -5h
U0126+Ap,A 3.62 £ 0.42 % +12h
AG1478+Ap,A 3.16 £ 0.09 %*** +26h

Tabla 10: Valores de VEM y de TER para los inhibidores de las rutas intracelulares en presencia de
Ap4A ambos a concentracion 100 M. Valores expresados como media #s.e.m. para ocho experimentos
independientes. (+) representa el retraso en horas en relacién al control, mientras que (=) representa la
aceleracién sobre los valores control (*** p < 0.0001 vs. control).

COMPUESTO (100pM)  VEM (% reduccién drea * h™) A EHT (- aceleracion  + retardo)

Control 420+0.15% Oh
Ap;A 3.83+0.18 %*** +6.5h

U0126+Ap;A 431+0.47 % -4h
AG1478+Ap;A 3.48+0.22% +8.5h

Tabla 11: Valores de VEM y TER para los inhibidores de las rutas intracelulares en presencia de ApsA
ambos a concentracién 100 pM. Valores expresados como media #+ s.e.m. para ocho experimentos
independientes. (+) representa el retraso en horas en relacion al control, mientras que (-) representa la

aceleracion sobre los valores control (*** p < 0.0001 vs. control).
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Figura 24: Ensayos de migracion celular con inhibidores de las rutas intracelulares. (A) Variacion de
VEM cuando los antagonistas U0126 y AG1478 se testan en presencia de Ap,A todos ellos a una
concentracion de 100 #M. (B) Variacion de VEM cuando los inhibidores U0126 y AG1478 se testan en
presencia de ApzA todos ellos a una concentracion de 100 ¢M. (C) Efecto de los dos inhibidores en

ausencia de cualquier dinucledtido. (*** p <0.0001 vs. control).
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COMPUESTO (100pM)  VEM (% reduccion * h")  AEHT (- aceleraciéon  + retardo)

Control 420+0.15 % Oh
U0126 2.55 + 0.42 %*** +11h
AG1478 2.09 + 0.41 %*** +13h

Tabla 12: Valores de VEM y TER para los inhibidores de las rutas intracelulares a concentracién 100
4M en ausencia de agonistas. Valores expresados como media #+ s.e.m. para ocho experimentos
independientes. (+) representa el retraso en horas en relacion al control, mientras que (-) representa la
aceleracion sobre los valores control (*** p < 0.0001 vs. control).

4.5.2.- Ensayos de migracion con inhibidores de la ruta RhoA / ROCK-I.

Como en la m igracion de las cé lulas interviene el citoesq ueleto de actina, y la
intervencion de €s te no es solo via fibras de estrés (via R hoA / ROCK-I), s ino que
también lo hacen la form acion de lam elipodios y de filop odios (via cdc42 y Racl),
queremos com probar si estas dos  Ultim as rutas tam bién estan im plicadas en la
aceleracion o retardo de la migracion celular del epitelio corneal provocado por ApsA o
Aps;A 100 pM, a la vez que com probamos el grado de implicacion de la ruta RhoA /
ROCK-IL.

Para ello testam os una s erie de inhi bidores de la via RhoA / ROCK-I: Y27632
100 nM (inhibidor de la via anive 1de ROCK- I), (-)-Blebblistatina 10 puM (inhibidor
selectivo de miosina I no muscular), Oxido de Fenilarsina (P AO) 5 uM (inhibe a nivel
de RhoA y la internalizacion de los receptores de membrana) y ML7 25 puM (inhibe la
Quinasa de cadena ligera de m iosina), junto con un agonista de la m isma: PTD4-Pfnl
(una profilina que facilita la polimerizacion de actina)a 11.2  pg/ul. L os ensayos los
hacemos tanto en presen cia como en ausencia d € ApsA o Ap ;A 100 uM (n =4 cada

uno).

En caso de Ap 4A, la pre-incubacion de 30 m inutos con Y27632 produce un
retardo en la migracion provocada por este agon ista, lo que conlleva un descenso en la
VEM con el consecuen te aumento en el TER (Figura 25A y Tabla 13). En cuanto al

efecto de los inhibidores PAO y ML7, observamos como se produce un dafio letal en las
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células, y estas m ueren entre las 2y 6 hor as posteriores a la incubacion con estos
inhibidores. Sin em bargo, no todas las célu  las m ueren, y las lesiones en las que
permanecen las células vivas, son incapaces d e cerrarse, es decir, las células pierd en la
capacidad de m igracion (Figura 25A y Tabla 13). En cuanto a (-)-Blebblistatina,
observamos que aunque las células cam bian de morfologia mientras estan en presencia
de este compuesto, se recuperan po steriormente y si son capaces de m igrar y cerrar la
lesion, aunque si lo compar amos con la migracion de Ap4A solo, vemos que es m ucho
mas lenta, produciéndose una disminucion de la VEM con el consecuente aumento en el
TER (Figura 25A y Ta bla 13). Por tltim o, cuando incubamos con la proteina PTD4-
Pfnl 11.2 pg/ulyaco ntinuacion lo hacem os con Ap 4A 100 pM, la capacidad de
migracion del sistem a es interm edia entre la m igracion control y la cau sada por Ap 4A

100 uM solo (Figura 25A y Tabla 13).

Cuando hacemos el m ismo tipo de ensayo con Ap 3A, observamos que el pre-
tratamiento con Y27632 produce un a aceleracion en la velo cidad de m igracion de la s
células lesionadas, alcanzando valores de VEM y de TER similares a los valores control
en ausencia de agonistas y antagonistas (Figura 24B y Tabla 14). El pre-tratamiento con
PAO y ML7 produce el m ismo efecto descrito para Ap 4A (Figura 25B y Tabla 14). En
cuanto a (-)-Blebblistatina, vem os que se produce un retraso m ayor de la m igracién
celular tanto si lo com paramos con los valores de VEM y de TER para lesiones control
como con los valores para las lesiones tratadas con ApsA solo (Figura 25B y Tabla 14).
Finalmente, PTD4-Pfnl 11.2  ug/ul produce aceleraci6 ndelam  igracion silo
comparamos con Ap 3A solo, llevando los valores de VEM y TER a niveles control

(Figura 25 y Tabla 14).

En relacion con los resultados de migrac 16n de los inhibidores en ausencia de
dinucleotidos, observamos que Y27632 produce  un retardo en lam igracion celular,
cuando comparamos los valores de VEM y de TER con los valores para las lesiones
control (Figura 25C y Tabla 15). Ademads, comprobamos de nuevo el mismo efecto letal
para PAO y ML7, mientras que (-)-Blebblistatina frena significativamente la migracion
celular en relacion al control y PT D4-Pfnl 11.2 pg/ul la acelera (Figu ra 25C y Tabla
15).

168



Resultados

A 7 ] *xx

o~ 1
L 6 -
X
. *x
c ] ** L
\ | xx
g 4
é ]
> 2 7] *kk
v -
E 1 ]
o —+ v v + L
CONTROL APA Y27632 PAO ML7 BLEB PTD4-Pfnl
AP_A
X 1 KKk
4 -
\ -
56 3
é 2 ]
3 ]
g -
E o H - | B
CONTROL AP A Y27632 PAO BLEB PTD4 Pfnli
AP_A
| *x
" ]
4 -
\|
1 *x
g sl
é 2 ]
é ]
E 1 ***
CONTROL Y27632 BLEB PTD4-Pfnl

Figura 25: Ensayos de migracion con inhibidores de la via RhoA/ROCK-I. (A) Variacion de VEM
expresado como % descenso area * h™ tras pre-tratamiento con los inhibidores y de PTD4-Pfnl de la via
en presencia de Ap4A. (B) Variacion de VEM tras pre-tratamiento con los inhibidores y de PTD4-Pfnl de
la via en presencia de ApzA. (C) Efecto de los cuatro inhibidores junto a PTD4-Pfnl en ausencia de los
dinucleétidos (Bleb: Blebblistatina, *** p <0.0001, ** p < 0.01, * p= < 0.1 v.s control).
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COMPUESTO VEM (% reduccién area* h™") A EHT (- aceleracion  + retardo)
Control 420+0.15 % 0Oh
Ap4A 100 pM 6.25 £ 0.33 %o*** -5h
Y27632 100 nM +Ap,A 100 uM 4.62 £ 0.62 %** +6h
PAO 5 puM +Ap4A 100 pM 0.56 £0.74 %*** -
ML7 25 uM +Ap4A 100 pM 301 £1.35%*>* -
Blebblistatina 10 pM +Ap4A 100 pM 3.62+£1.2 %* +4h
PTD4-Pfnl 11.2 pg/pl +Ap4A 100 pM 4.60£0,14 % -4h

Tabla 13: Valores de VEM y de TER para los inhibidores de la ruta RhoA / ROCK-I en presencia de

ApsA 100 uM. Valores expresados como media # s.e.m. para ocho experimentos independientes. (+)

representa el retraso en horas en relacion al control, mientras que (-) representa la aceleracion sobre

los valores control. (*** p < 0.0001, ** p < 0.01, * p= < 0.1 vs. control).

COMPUESTO VEM (% reduccion drea * h') A EHT (- aceleracién  + retardo)
Control 4.20+0.15 % Oh
Ap;A 100 pM 3.83 £ 0.18 %*** +6.5h
Y27632 100 nM +Ap;A 100 pM 475+ 0.51 % -6h
PAO 5 pM +Ap;A 100 M 089+029 %*** e
ML7 25 pM +Ap;A 100 uM 117+ 118 %%
Blebblistatina 10 pM +Ap;A 100 uM 1.94 + 0.31 %** +10.5h
PTD4-Pfnl 11.2 pg/pl +Ap;A 100 pM 414+031% Oh

Tabla 14: Valores de VEM y de TER para los inhibidores de la ruta RhoA/ROCK-1 en presencia de ApsA

100 uM. Valores expresados como media #s.e.m. para ocho experimentos independientes. (+) representa

el retraso en horas en relacion al control, mientras que (-) representa la aceleracién sobre los valores
control. (*** p < 0.0001, ** p < 0.01, * p=< 0.1 vs. control).
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COMPUESTO VEM (% reduccion area * h') A EHT (- aceleracion  + retardo)
Control 4.20+0.15 % 0h
Y27632 100 nM 4.00 £ 0.50 % +1h
PAO 5 uM 0.50 £ 0.44 %*** -
ML7 25 yM 032£042%*** e
Blebblistatina 10 pM 2.55+£0.50 %* +20h
PTD4-Pfnl 11.2 pg/ul 4.85%£0.26 % -5h

Tabla 15: Valores de VEM y de TER para los inhibidores de la ruta RhoA / ROCK-I en ausencia de
agonistas. Valores expresados como media # s.e.m. para ocho experimentos independientes. (+)
representa el retraso en horas en relacién al control, mientras que (-) representa la aceleracion sobre
los valores control. (*** p < 0.0001, ** p < 0.01, * p= < 0.1 vs. control).

Todos estos ensayos realizados (ensayos de migracion celular con antagonistas

de ambas vias intracelulares), nos indican lo siguiente:

1) La activacion del receptor P2Y , via Ap 4A produciria la activacion de am bas vias
intracelulares (ERK1/2 y RhoA /ROCK-I). Por eso, cuand o se inh ibe una de las d os
rutas, se produce un retardo en la m igracion celular, llegando incl uso a producirse una

muerte celular en alguno de los casos (Figura 26A).

2) Los resultados para Ap 3A parecen m 4s contradictorios: como hemos visto, cuando
inhibimos la ruta de las ERK1/2, en 1 ugar de producirse un m ayor retraso en la
migracion celular (algo que seria espe rable tras v erlosresu Itadosde Ap 4A),
observamos el efecto co ntrario, es d ecir, una aceleracion de la m igracién. En cuanto a
los resultados de los antagoni stas del citoesqueleto, parece n indicar que esta ruta no

estaria im plicada en el retraso de  la migracion celular producido por Ap 3A (Figura

26B).
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Figura 26: Rutas intracelulares activadas por los dinucleétidos en el proceso de migracion celular. (A)
La activacion del receptor P2Y, por el dinucle6tido Ap,A produce la activacion de las rutas de ERK1/2 y

del Citoesqueleto de actina. (B).Activacion de ERK1/2 via ApsA y el receptor P2Ys.
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4.5.3 Ensayos de migracion con inhibidores de la ruta Fosfolipasa C / Proteina

Quinasa C.

Existen div ersos trabajos en los cual  es diversos factor es de crecim iento,
producen su efecto en el proces o de migracion celular mediante la activacion de la ruta
Fosfolipasa C / Proteina Quinsa C ( PLC / PKC) (Rieck et al., 2001; Chandrasekher et
al., 2001; Sharma et al., 2007).

Para conocer si en el efect o acelerador de la m igracion del epite lio corneal que
produce Ap4A estd im plicada la ruta PLC / PKC, ruta que es laviad e actuacion mas
habitual para los receptores P2Y,, realizamos ensayos de migracion celular en los cuales
testamos el efecto que tienen lo s in hibidores E staurosporina 1 nM (inhibidor de las
Proteina Quinasa C), Bisindolilm aleimida—I 10 uM (inhibidor de la Proteina Quinasa

C), U73122 3 uM (inhibidor de la F osfolipasa C) y U73343 3 uM (control negativo de

U73122) tanto en presencia como en ausencia de ApsA 100 uM.

El pre-tratamiento con Estaurosporina, Bisindolilmaleimida-I y U73122 produce
en todos los casos un retraso en lam  igracidn celular en las lesiones (dism inuye la
VEM), lo que conlleva un aum ento del TER de la lesion, si lo comparamos tanto con la
migracion de las lesion es tratad as con Ap 4A s olo com o con las les iones control en
ausencia de agonistas o antagonistas. De los tres testados, observamos como U73122 es
el mas potente en el retraso de la migraci 6n de las lesiones (Figura 27A y tabla 16). En
el caso del control negativo U73343, observam os como la migracion no se ve alterada

en relacion a la migracion de las lesiones tratadas con ApsA (Figura 27A y Tabla 16).

En el estudio de m igracion de las célul as tratadas con lo s inhibidores solos,
observamos de nuevo q ue tanto Estaurosporina com o Bisidolilmaleimida-1 y U731 22
producen un descenso notable en la velo  cidad de m igracion con un aum ento en el
tiempo necesario para cerrar la m isma, siendo de nuevo el mas potente U73122 (Figura
27B y Tabla 17). El control negativo U73343 no produce ninguna variacion en la
velocidad de m igracién nien el tiem  po estimado de cierred elam isma silo
comparamos con las lesiones control en ausencia de los inhibidores (Figura 27B y Tabla

17).
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Figura 27: Ensayos de migracién con inhibidores de la via PLC / PKC. (A) Variacion de VEM en %
reduccion &rea * h™ tras pre-tratamiento con los inhibidores de la via en presencia de Ap,A. (B)
Variacion de VEM en% reduccion &rea * h™ en ensayos de migracion en ausencia de agonista. (Estau:
Estaurosporina, Bis-1: Bisindolilmaleimida-I, *** p < 0.001 vs. control).
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COMPUESTO VEM (% reduccién area* h™) A EHT (- aceleracion + retardo)
Control 4.20+0.15 % Oh
ApsA 100 uM 6. 25 £0.33 % *** -5h
Estau 1 nM+ Aps4A 100 uM 3. 65 £0.18 9% *** +6h
Bis-1 10 uM + ApsA 100 uM 2. 24 £0.21 % *** +30h
U73122 3 uM + Ap4A 100 uM 1. 92 £0.16 % *** +38h
U73343 3 uM + ApsA 100 uM 6. 10 £0.04 % *** Oh

Tabla 16: Valores de VEM y de TER para los inhibidores de la ruta PLC / PKC en presencia de Ap,A.
Valores expresados como media # s.e.m. para ocho experimentos independientes. (+) representa el
retraso en horas en relacidn al control, mientras que (-) representa la aceleracion sobre los valores

control. (Estau: Estaurosporina, Bis-1: Bisindolilmaleimida—I, *** p < 0.0001 vs. control).

COMPUESTO (uM) VEM (% reduccién drea * h') A EHT (- aceleracién + retardo)
Control 4.20£0.15% Oh
PDBU 1 uM 5. 80 £0.22 % *** -8h
Estaurosporina 1 nM 3.99+0.34 % +3h
Bisindolilmaleimida I 10 uM 3. 58 £0.12 % *** +6h
U73122 3 uM 2. 37 £0.15 9% *** +20h
U73343 3 uM 4. 28£0.10 % Oh

Tabla 17: Valores de VEM y TER para los inhibidores de la ruta PLC / PKC en ausencia de Ap,A.
Valores expresados como media # s.e.m. para ocho experimentos independientes. (+) representa el
retraso en horas en relacién al control, mientras que (-) representa la aceleracion sobre los valores
control. (*** p <0.0001, ** p < 0.01, * p= < 0.1 vs. control).
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4.6.- ENSAYOS DE MIGRACION CON LAS CELULAS “SIRC”.

Como se ha mencionado en la seccion de Material y Métod os, hemos realizado
unos ensayos de m igracion celular con Ap 4A o Ap 3A 100 uM, para co mprobar si las
c¢lulas inmortales de epitelio corneal de conejo (SIRC) siguen los mismos patrones de
actuacion en cuanto am igracion, que los cult ivos prim arios de epitelio corneal de

conejo.

Los ensayos se han realizado siguiendo el mismo protocolo que para el m ismo
tipo de ensayos realizado con los cultivos primarios. Tras lesionar la monocapa celular
(n=8 en cada caso ), incubam os con Ap 4A o Ap 3A 100 uM. En la Figura 28A,
encontramos los resultados de m igracion en va lores de va riacion de area lesionada
frente al tie mpo (VEM), para Ap 4A 'y Ap3A y para el control (incubacién solo con
medio Loc ke). Com o ve mos, Ap 4A produce un increm entoenl avelocidad de
migracion si lo com paramos con la veloci dad de m igracion de lesiones control que
representa un descenso concom itante en el tiempo estim ado de cierre (TER). Por el
contrario, Ap 3A produce un retardo en la velo cidad de m 1igracion cuand o lo

comparamos con la situacion control, incrementando el TER.

Por otro lado, en la Figura 28B, encontram  os una serie de im 4agenes donde
podemos comparar el efecto de A psA yde Ap 3Aenlam igracion de las células

epiteliales SIRC.
Por consig uiente, es tas células presen tan un com portamiento virtualm ente

idéntico al comportamiento de las células obtenidas en cultivo primario. Esto indica que

pueden emplearse como alternativa a los cultivos primarios.
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Figura 28: Ensayos de migracién con Ap,A y ApsA 100 ¢M en cultivo inmortalizado SIRC. (A) Graficas
que representan la variacion del area lesionada frente al tiempo siguiendo el protocolo descrito en
métodos. (B) Imégenes en las que comparamos el proceso de migracién en condiciones controles y tras
tratamientos con Ap,A y ApsA 100 M. Iméagenes tomadas a 0, 6 y 10 horas en ausencia (control) y en

presencia de los dinucle6tidos.
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En las células SIRC, la incubacion ~ con AG1478 y con U0126 previa a la
incubacion con Ap 4A produce un retraso en la veloci dad de m igracion, reduciendo la
VEM, aumentando el TER (Figura 29A y Tabla 18). Cuando ensayamos los inhibidores
del citoesqueleto de actina en presencia de Ap 4A, observamos que tanto Y27632 ¢ omo
—(-)Blebblistatina producen un retraso estadisticamente significativo en la VEM con un
aumento en el TER (Figura 29B y Tabla 18). La pre-incubacion con los inhibidores de
PLC y PKC en pres encia de ApsA, produce un retraso estadist icamente significativo en
VEM con el concomitante aumento de TER en todos los casos, si lo comparam os tanto
con la m igracidn de las lesiones tratadas con A psA como con las lesiones control en

ausencia de cualquier compuesto (Figura 29C y Tabla 19).

COMPUESTO VEM (% reduccién area * h") A EHT (- aceleracién + retardo)
Control 3284027 % 0h
ApsA 100pM 4354011 % *** 8h
U0126 + ApsA 100uM 2.5240.32 % *** +12h
AG1478 + Ap,A 100uM 2.20 +0.19 % *** +26h
Y27632 100 nM + Ap,A 100uM 3.21 +0.68 % ** +6h
~(-)Bleb 10 pM + Ap,A 100 pM 251+1.0%* +12h

Tabla 18: Valores de VEM y de TER para Ap,A e inhibidores de las rutas MAPK y citoesqueleto de
actina en el proceso de migracion celular en células inmortales SIRC. Valores expresados como media +
s.e.m. para ocho experimentos independientes. (+) representa el retraso en horas en relacion al control,
mientras que (-) representa la aceleracion sobre los valores control. (-(-)Bleb: -(-)Blebblistatina, *** p
<0.0001, ** p < 0.01, * p = < 0.1 vs.control).
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Figura 29: Efecto de los inhibidores de MAPK, citoesqueleto de actina y PLC/PKC en la migracion
celular en presencia de Ap,A en células SIRC. (A) Variacion de VEM en % reduccion &rea * h™ tras el
pre-tratamiento con los inhibidores de Tirosin Quinasa y MAPK en presencia de Ap,A. (B) Variacion de
VEM en % reduccién &rea * h™ en ensayos de migracion en presencia de los inhibidores de la ruta del
citoesqueleto de actina. (C). Variacion de VEM en % reduccién area * h™ en ensayos de migracion en
presencia de los agonistas e inhibidores de la via PLC/PKC. (Bleb: -(-) Blebblistaina; Estau:

Estaurosporina, Bis-I: Bisindolilmaleimida—I, *** p <0.0001, ** p < 0.01, * p < 0.1 vs. control).
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COMPUESTO (uM) VEM (% reduccion area * h') A EHT (- aceleracién  + retardo)
Control 3284027 % 0h
Ap4A 100 pM 4.35£0.11 % *** -8h
Stau 1 nM+ Ap,A 100 pM 2.85%+0.18 % +6h
Bis- 110 uM + Ap,A 100 uM 1.75 £0.21 % *** +30h
U73122 3 uM + Ap,sA 100 pM 1.49 £0.16 % *** +38h
U73343 3 uM + Ap4A 100 uM 4.25+0.08 % *** 0h

Tabla 19: Valores de VEM y de TER para Ap4A e inhibidores de las ruta PLC / PKC en el proceso de
migracion celular en células inmortales SIRC. Valores expresados como media # s.e.m. para ocho
experimentos independientes. (+) representa el retraso en horas en relacién al control, mientras que (-)
representa la aceleracion sobre los valores control. (Stau: Estaurosporina, Bis-I: Bisindolilmaleimida-lI,
*** < 0.0001, ** p < 0.01, * p <0.1vs. control).

Los mismos ensayos realizados en presencia de Ap3A nos indican lo siguiente:
de nuevo, la preincubacion con U0126 pr ~ oduce un aum ento en la VEM con una
disminucién del TER de 3 horas cuando lo  comparamos c on el dinucleétido solo. La
pre-incubacion con AG1478 ta  mbién produ ce un descenso en la VEM con un

incremento en el TER de 8.5 horas (Fi  gura 30A y Tabla 20).  Sin embargo, la pre-
incubaciodn con los inhibidores de la ruta de | citoesqueleto de actina produce dos tipos
de comportamiento distintos: 1) por un lado Y27632 produce un aum ento en la VEM
con un descenso del TER de 6 hor as silocom paramos con Ap 3A,y2)—(-)

Blebblistatina produce un retraso significativo en la VEM con un incremento en el TER

de 10.5 horas (Figura 30B, Tabla 20).
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Figura 30: Efecto de los inhibidores de MAPK y citoesqueleto de actina en la migracién celular en
presencia de ApsA en células SIRC. (A) Variacién de VEM en % reduccion area * h'len tras el pre-
tratamiento con los inhibidores de Tirosin Quinasa y MAPK en presencia de ApsA. (B) Variacién de
VEM en % reduccién &rea * h™ en ensayos de migracion en presencia de los inhibidores de la ruta del
citoesqueleto de actina. (Bleb: -(-)Blebblistatina,*** p < 0.000 vs. control).

COMPUESTO VEM (% reduccion area * h') A EHT (- aceleracion + retardo)
Control 3.28+£0.27 % 0Oh
Ap;A 100uM 298 £0.17 % *** +8h
U0126 + Ap;A 100puM 3352042 % -4h
AG1478 + Ap;A 100pM 2.71+£0.31 % *** +85h
Y27632 100 nM + Ap;A 100pM 3.69£0.61 % -6h
-(-)Bleb 10 pM + Ap;A 100 pM 1.51 £0.35 9% *** +10.5h

Tabla 20: Valores de VEM y de TER para ApzA e inhibidores de las rutas MAPK y citoesqueleto de
actina en el proceso de migracion celular en células inmortales SIRC. Valores expresados como media +
s.e.m. para ocho experimentos independientes. (+) representa el retraso en horas en relacion al control,
mientras que (-) representa la aceleracion sobre los valores control. (-(-)Bleb: -(-)Blebblistatina,*** p <
0.0001 vs. control).
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Cuando estudiamos el com portamiento de los inhibidores solos en la migracion
del epitelio corneal S IRC, observam os como U0126, AG1478, Y27632 y —(-)
Blebblistatina producen un descenso en la VE M de forma significativa frente al con trol
en ausencia de cualquier compuesto, lo que conlleva un aumento en el TER en todos los
casos (Figura 31A y 31B y Tabla 21). De nuevo tanto Estaurosporina como
Bisindolilmaleimida—I y U73122 producen un  descenso notable en la VEM con un
aumento en el TER ne cesario para cerrar la misma, siendo de nuevo el m 4&s pote nte
U73122 (Figura 31C). El control negativo U73343 no produce ninguna variacion ni en
VEMnienel TER silocom  paramos conl as lesion es contro | en ausencia de los
inhibidores (Figura 31C). En cuando al agonista selecti vo PDBU, obse rvamos como se
produce un aumento significativo en VEM con el consecuente descenso de TER cuando

lo comparamos con las lesiones control.

COMPUESTO VEM (% reduccién drea * h") A EHT (- aceleracién  + retardo)
Control 3.28+0.27 % Oh
AG1478 100pM 1.63 +0.41 %*** +13h
U0126 100uM 1.99 +0.42 % *** +11h
Y27632 10 0 nM 3.1240.50 % +1h
~()Bleb 10 pM 1.99 +0.50 % ** +20 h
Estaurosporinal nM 3.12 £ 0.34 % *** +3h
Bis—I 10 pM 2.79 +0.12 %p*** +6 h
U73122 3 pM 1.85 4 0.15 %*** +20 h
U73122 3 pM 334+0.10 % 0h
PDBU 1 uM 451 +0.15 %*** -8h

Tabla 21: Valores de VEM y de TER para los inhibidores de las rutas intracelulares en ausencia de
agonistas en el proceso de migracién celular en células inmortales SIRC. Valores expresados como
media #s.e.m. para ocho experimentos independientes. (+) representa el retraso en horas en relacion al
control, mientras que (-) representa la aceleracion sobre los valores control. (-(-)Bleb: -(-)
Blebblistatina; Bis-1: Bisindolilmaleimida—I, ,*** p < 0.0001, ** p < 0.01, * p = < 0.1 vs. control).
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Figura 31: Efecto de los inhibidores de MAPK, citoesqueleto de actina y PLC/PKC en la migracion
celular en células SIRC. (A) Variacién de VEM en % reduccién area * h™ tras el pre-tratamiento con los
inhibidores de Tirosin Quinasa y MAPK. (B) Variacién de VEM en % reduccion &rea * h™ en ensayos de
migracion en presencia de los inhibidores de la ruta del citoesqueleto de actina. (C). Variacion de VEM
en % reduccion area * h™ en ensayos de migracion en presencia de los agonistas e inhibidores de la via
PLC / PKC. (Estau: Estaurosporina, Bis-I: Bisindolilmaleimida—I, *** p < 0.0001, ** p < 0.0, *p=<

0.1 vs. control).
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Por tanto, podem os decir que tanto el cultivo prim  ario com o el cultivo
inmortalizado, se com portan de lam isma manera a nivel de m igracion celular tras
lesionar la monocapa c elular, ya q ue la res puesta generada en las células de la linea
inmortal SIRC tras un a lesion en cuanto al efecto que Ap sAy Ap 3Atienenen la
modulacion de la m igracion celu lar, es idéntica alare  spuesta que ocasionan estos

dinucledtidos en células del cultivo primario lesionadas.

4.7.- ESTUDIOS DE SILENCIAMIENTO DEL RECEPTOR P2Y,.

4.7.1.- Clonaje del receptor P2Y,.

Para determinar el papel de | receptor nucleotidico P2Y ; en la migracion celular
del epitelio corneal de conejo inducida por Ap 4A mediante la te cnologia del s iRNA,
hemos clon ado previam ente el ADNCc de este receptor de conejo. B asandonos en las
regiones co nservadas d e las s ecuencias cod ificantes p ara los receptores P2Y , de

humano, rata, raton y cerdo, se  disefian oligonucleotidos de generados para realiza n

experimentos de RT-PCR con ARN total extraido de células S IRC. Tras la
secuenciacion de los productos de PCR, un  nuevo par de oligonucle 6tidos se disefia
para obtener la informacion de la secuen cia contigua. Finalm ente, las secuencias
obtenidas tras la realizacion de una nue va RT-PCR, se em plean parad isefiar

oligonucleotidos especificos para el receptor P2Y, de conejo, y facilitar la amplificacion
del extremo 5°de ADNc (5'RACE). El ensamblaje de las secuencias obtenidas da como
resultado una secuencia de 1131 pb (nim ero de acceso al G enBank EU886321). Las
busquedas en las bases de proteinas revelan que la secuencia deducida tiene una

homologia de secuencia de a minoacidos del 93 % con las proteinas P2Y , conocidas

(Figura 32).
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Figura 32: Alineamiento de la secuencia de aminoacidos deducida de receptor P2Y, de conejo clonado
con la secuencia del receptor P2Y, humano. Los aminoacidos idénticos estdn sombreados y las
sustituciones conservativas estan sombreadas y marcadas con *. Interrupciones (-) se introducen para un
mejor alineamiento. Dominios transmembrana se indican con las lineas continuas (TM | a TM VII). Las
basquedas en las bases de datos de proteinas revelan que la secuencia deducida tiene una elevada
homologia con la secuencia de aminoacidos del receptor P2Y, (93%). NUmeros de acceso del
GenBank: EU886321 (conejo) y NP_788086.1 (humano).

4.7.2.- Estudios in vitro.
4.7.2.1.- Transfeccion de las células “SIRC”.
4.7.2.1.1.- Validacion del método de transfeccion.

Para confirmar la transfeccion del siR NA, incubamos las células SIRC durante
24 horas con 30 nM de un siRNA que no reconoce ningiin gen de m amifero y que esta
marcado con una sonda fluorescente en el extr emo 5" (siRNA para el C ontrol Negativo

marcado con Cy3 ™). Tras lav ar con PBS 1X los cu Itivos y fijarlos con PFA 4 %,

visualizamos la fluores cencia bajo el m icroscopio. La presencia de células positivas
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para Cy3 indican la transfeccion satisfactoria del siRNA (Figura 33A). L a deteccion de
los nucleos celulares se realiza con un marcaje con PicoGreen (Figura 33B). La Figura
33C nos m uestra la m uestra ce lular por Nom arski en la cual vemos que la viabilidad
celular es buena. Por 1 Itimo, en la Figura 33D encontramos la co-localizacion de la
sefal para Cy3 con la sefial pa ra le m arcador nuclear Pico Green, lo que nos indica la

perfecta transfeccion de las células con este siRNA.

Ademas, ensayos de viabilidad celular con Azul Tripan han demostrado que bajo
estas condiciones de transfeccion, las células SIRC no se afectan significativamente (81

% de viabilidad celular).

A

Figura 33: Eficiencia de transfeccion de las células SIRC. Células SIRC transfectadas con 30 nM de Cy3-siRNA, a
las 24 horas de la transfeccion. (A) localizacion de Cy3-siRNA en el interior de células SIRC. (B) deteccién de los
nlcleos de células SIRC con PicoGreen. (C) visualizacion de células SIRC por Nomarski. (D) co-localizacion de

Cy3-siRNA y nucleos. Fluorescencia roja, Cy3; fluorescencia verde, PicoGreen. Imagenes tomadas a 40X aumentos.
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4.7.2.1.2.- Eficiencia de silencia  miento pa ra el siR NA del receptor P2 Y,.

Inmunocitoquimica para P2Y,.

Para ver ificar la eficiencia de los si RNA disefiados en el silenciam iento del
receptor P2Y ,, se realizan ensayos de Inm  unocitoquimica siguiendo el protocolo

descrito en Material y Métodos.

Pasadas 72 horas de la transfeccion de las célu las con 300 nM P2Y , siRNA #1,
300 nM P2Y , siRNA #2 o con el agente de tr ansfeccion siPORT solo (Control),
observamos com o tras la transfeccion con el P2Y 2 SIRNA #1 no se produce una
reduccion en la sefal para P2Y , cuando lo comparam os con las condiciones control en
las cu ales em pleamos solo el agente  de transfeccion siPORT (Figura 34A).  Sin
embargo, cuando transfectam os las células con el P2Y ;, siRNA #2, encontram os un
marcado descenso en la sefial para el recepto r si lo com paramos con las células con trol
(Figura 34A). Estos resultados indican que solo el P2Y, siRNA #2 tiene la capacidad de

inhibir la expresion del receptor P2Y en las células SIRC.

La cuantificacion de la  cantidad d e recep tor P2Y ; no silenciado se realiza
mediante la medida de 1a intensidad de la sefial fluorescente tanto en los casos control
como en las células tranfectadas con el  siRNA #2. En la Figura 34B encontram os la
grafica que detalla la sefal para el recepto r P2Y, medida en cada caso. C omo podemos
observar, la sefial de receptores en las células control es de 1698.82 + 12.66 (niveles de
fluorescencia en unidades arbitrarias, UA), mientras que en las células transfectadas con

el P2Y, siRNA #2 tienen una sefial para P2Y, de 547.04 £ 6.78 UA.

Estos datos indican que los niveles de la proteina P2Y » se reducen

aproximadamente un 68 % en relacion a los va  lores control, cuando tratam os con el

P2Y, siRNA #2.
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Figura 34: Inmunolocalizacion del receptor P2Y, en células SIRC transfectadas con P2Y, siRNA. (A) Las
células SIRC se incuban durante 72 horas con el agente de transfecciéon siPORT solo (control) o con los
siRNA para P2Y, siRNA #1 y siRNA #2. Sefial para P2Y, en verde. Imagenes tomadas a 40 X aumentos.
(B) Cuantificacién de la intensidad de sefial para el receptor P2Y, en condiciones control y transfectadas

con P2Y, siRNA #2 72 horas tras la transfeccion (*** p < 0.001 vs. control).

4.7.2.1.3.- Efecto del silenciamiento del recep tor P2Y; en el proces o de migra cion

celular in vitro.
En base a los resultados farmacolédgicos descritos en esta tesis doctoral, el efecto

acelerador que el d inucledtido Ap 4A tiene en el pro ceso de m igracion celular del

epitelio corneal lesionado estd mediado por un receptor purinérgico P2Y>.
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Para conocer el papel exacto de este receptor en la migracion activada por ApsA,
realizamos un ensayo de m igracion en células transfectad as con P2Y ; siRNA #1 y con
P2Y, siRNA #2. Transcurridas 72 horas de la tr ansfeccion de las células, lesionamos la

monocapa celular y tratamos con Ap4A, en las condiciones descritas anteriormente.

De los dos siRNA testados, observamos como cuando transfectamos con el P2Y,
siRNA #1 (Figura 35), la migracion celular se ralentiza mucho (VEM de 0.31 £ 0.27 %,
en % reduccion de area * h ') si lo comparamos tanto con el control transfectado con el
agente de transfeccion siPO RT solo (VEM de 1 .08 +0.06 %, y un TE R de 86 horas)
como con las células transfectadas y tratadas con ApsA 100 uM (VEM de 3.03 +0.11
% y un TE R de 30 horas), llegando incluso a no conseguir un descen so total de 1 area
lesionada. Cuando transfectamos las células con el siR NA #1 y las tratam os con Ap4A,
observamos como la VEM de migracion se ralentiza (VEM de 1.37 £0.21 % y un TER
de 74 horas) si lo com paramos con las cé¢lulas transfectadas y tratadas con Ap4A, pero
cuando lo comparamos con las célu las transfectadas con el agente de transfeccion so lo,
observamos como se produce un aum ento de VEM y una dism inucién de TER (Figura

35).

" SiPORT
* SiPORT + Ap,A
SIRNA P2Y, 1er
v SiRNA P2Y, 1¢ + Ap,A
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Figura 35: Efecto del P2Y, siRNA #1 en la migracion del epitelio corneal de conejo inducida por Ap4A.
La gréfica refleja la variacién del area lesionada en porcentaje frente al tiempo. ApsA acelera la
migracion de las células transfectadas con siPORT en comparacion con las células transfectadas con el
P2Y, siRNA en presencia de ApsA (P2Y,siRNA + Ap,A).
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El efecto que la transfeccion con el P2Y, siRNA #2 tiene en la migracion celular
esta reflejado en la Figura 36. En la Figura 36A, encontramos una serie de imagenes que
demuestran que la m igracion de las células tr ansfectadas con el ag ente de transfeccion
siPORT en presencia de Ap 4A, producen un aum ento en la VEM, con el consecuente
descenso en el TER, en com paracion con las ¢é lulas control con el agen te de
transfeccion solo, y que cuando tran sfectamos las células con el P2Y , siRNA#2e n
presencia d e Ap 4A, retardam os la m igracion celular. Las graficas d e la Figu ra 3 6B
reflejan la variacion del &r ea lesionada con el tiem po, asi como la VEM para células
control (transfectadas solo con el agente d e transfeccion siPORT), para células
trasnfectadas con el agente siPORT en presencia de Ap 4A (100 uM), y para las células
transfectadas con el P2Y , siRNA #2 tanto  en presen cia com o en ausencia del
dinucleo6tido. Com o podem os apre ciar, Ap 4A aum enta de for ma significativa la
velocidad de migracion (3.03 £0.11 %) cuando lo com paramos con el control (1.08 +
0.06 %), lo que lleva acoplado un concom itante descenso en el TE R, cerrando las
lesiones tratadas con Ap4A 56 horas antes que en ausencia de cualquier agonista. En el
caso de las células tratadas con el P 2Y, siRNA #2 y con el P2Y , siRNA #2 + Ap 4A,
encontramos un fuerte descenso en la VEM en am bos casos (1.26 £ 0.21 %y 1.19 +
0.10 % respectivam ente), que lleva acoplado un aumento en el TER de 80 y 86 horas
respectivamente, cuando lo com paramos con la s células transfectadas con el agente de
transfeccion siPORT en presencia d e Ap4A, siendo estos valores de VEM y de TER

cercanos a los valores de las migraciones control.
Todos estos resu Itados confirm an la efic iencia de silen ciamiento del recep tor

P2Y, del P2Y ,siRNA #2,yadem 4s, confirm an el papel de este receptor en la

migracion del epitelio corneal llevada a cabo por el dinucledtido ApsA.
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Figura 36: Efecto del P2Y, siRNA #2 en la migracién del epitelio corneal de conejo inducida por ApsA.
(A) Iméagenes de células transfectadas control, en presencia de ApsA y en presencia de P2Y, siRNA +
Ap,A a tiempos 0, 6 y 10 horas posteriores a la lesion. (B) La grafica refleja la variacion del area
lesionada en porcentaje frente al tiempo. Ap,A acelera la migracion de las células transfectadas con
siPORT en comparacion con las células transfectadas con el P2Y, siRNA en presencia de Ap,A (P2Y,
SIRNA + Ap,A. (*** p < 0.0001, ** p < 0.001 vs. control).
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4.7.3.- Estudios in vivo.

4.7.3.1.- Validacion de la transfeccion in vivo.

4.7.3.1.1.- Cuantificacion de los niveles de ARNm par a P2Y, por analisis de RT-
PCRgq.

Una vez validado el efectod elo s siRNA parael recep tor P2Y , in vitro,

estudiamos le efecto que este mismo siRNA tiene en animales vivos.

La cuantificacion de la eficiencia de silen ciamiento por el siRNA #2 se ha
estudiado por RT-PCRq de las m uestras obtenidas por citologia de im presion 48, 72 y
96 horas después de la prim era instilacion co n el siRNA. Mediante esta técnica de
citologia de im presion se recogen las células superficiales del epitelio ¢ orneal, células
en las que vamos a extraer el ARN para el estudio por RT-PCRq de los niveles de P2Y>.
La Figura 37 muestra un notable descenso en la expresion del ARNm para P2Y, tras 48
y 72 horas de la instilacién de la prim era dosis del siRNA, quedando respectivam ente
un 23.00 £ 5.65 %y 10.36 + 4.47 % de expresion de ARNm para P2Y ; en relacion al
control (100 %). Sin embargo, a las 96 horas de la primera instilacion (36 horas después
de la lesion corneal) la expresion del ARNm para este receptor recupera lo s niv eles

basales.
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Figura 37: Cuantificacion de los niveles de ARNm para P2Y, por andlisis de RT-PCRq. Los valores
relativos de expresion en las muestras tratadas con el siRNA vienen expresados en porcentaje en relacion
a las corneas control no tratadas (100 % de expresion) (*** p < 0.001 vs. control).
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4.7.3.1.2.- Inmunocitoquimica para el receptor P2Y; en corneas intactas.

La dism inucién en la expresion ~ del ARNm para el receptor P2Y  , tras la

instilacion del siRNA, demuestra la eficiencia del silenciamiento del mismo.

Para localizar y es tudiar el s ilenciamiento del recep tor P2 Y, en las corneas
(control, tratamiento con Ap 4A y tratam iento con siRNA#2 + Ap 4A), sacrificamos los
animales, enucleamos los ojos y diseccionam os las corneas a tiempos 12, 24 y 36 horas
después de la lesion (de 72 a 96 horas de la prim era instilacion d el s iRNA), y
realizamos un ensayo de inm unocitoquimica en el cual vam os a realizar una
cuantificacion cualitativa de la ex presion del recep tor, ex presando lo s resu Itados en

unidades arbitrarias de fluorescencia (UA).

Como podemos apreciar en la Figura 38A , a las 24 horas de la lesion, la sefal
para el rec eptor P2Y , se localiza exclusiv amente en la capa mas externa del epitelio
corneal, siendo esta sefial algo m ayor en la s corneas control que en las tratadas con
ApsA (1481.93 £ 34.20 UA para el control y 1149.46 + 28.04 UA para Ap4A). 36 horas
tras la les i6n, el m arcaje para el receptor P2Y ; es similar al descrito para las 24 horas
(1400.05 +19.49 UA para el control y 1347.70 £ 19.95 UA para Ap 4A), siendo la
localizacién de la sefi al la m isma, es deci r, la capa m as externa del e pitelio corn eal.
Cuando analizamos la sefal del receptor en las corneas tratadas con el P 2Y, siRNA #2
+ Ap4A, encontramos una reduccion considerab le a las 24 horas de la lesion (189.36 +
10.73 UA) cuando lo com paramos tanto con las corneas control com o con las tratadas
con Ap 4A solo. El anélisis de la sefal para P 2Y; en las corneas tratadas con P 2Y,
siRNA #2 + Ap4A a las 36 horas de la le sién, demuestran una recuperacion de la sefial,
siendo esta similar a la de las corneas control (1424.14 + 14.13 UA) (F igura 38B). En
relacion con los resultados a las 12 horas tr  as la lesion, observam os como el m arcaje
para los tres tratam ientos (control, Ap 4A y P2Y , siRNA #2 + Ap 4A) es sim ilar al

obtenido a las 24 horas (imagenes no mostradas).

Estos resultados indican que en nuestro  modelo anim al de lesion ¢ orneal, el
silenciamiento del recep tor P2Y ; es efectivo hasta las 24 hora s posteriores a la lesion,

detectando una sefal para este receptor similar al control 36 horas después de la lesion.
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Figura 38: Inmunolocalizacion del receptor P2Y, en corneas tratadas con P2Y, siRNA #2. (A)

Inmunolocalizacion del receptor P2Y, (en verde) en corneas control, Aps,A y P2Y, siRNA #2 + Ap,A.

Imagenes tomadas a 40 aumentos. Nucleos contrastados con Dapi (azul). (B) (B) Cuantificacion de la

intensidad de sefial para el receptor P2Y, en condiciones control,

36 horas posteriores a la lesién (*** p< 0.001 vs. control).
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4.7.3.2.- Ensayos de migracion in vivo tras el tratamiento con siRNA para P2Y,.

Una vez validado el s ilenciamiento del recep tor P2Y ; mediante el em pleo del
P2Y, siRNA #2 en el periodo de tiempo com prendido hasta las 24 horas posteriores a la
lesion (tiempo correspondiente a las fases de latencia y de migracion del proceso de re-
epitelizacion corneal), querem os correlacionar los resultado s obtenidos en los ensay os
de migracion in vitro, con el efecto que el sile nciamiento de es te receptor tiene en el
proceso de migracion in vivo. Para ello, seguimos el protoc olo descrito en la seccion de
Material y Métodos: tras realizar tres instilaciones de 10 nM en un volumen de 40 pl del
P2Y, siRNA #2 durante tres dias, realizam os la lesion, y trascurrido el tiem po que dura
la f ase de laten cia (10 horas), comenzamos el tratam iento con Ap 4A 100 puMe

instilamos la cuarta dosis de siRNA, y tomamos imagenes de la lesion cada dos horas.

La Figura 39A, muestra una serie de iméagenes del proceso de migracion celular
donde podemos apreciar el cierre de la lesion en corneas tratadas con NaCl 0.9 %, ApsA
y con P2Y ; siRNA #2 + ApsA alas 0, 10, 16 y 22 horas posteriores a la lesion. Como
podemos observar, tras el tratam iento con Ap 4A, la m igracion celular se acelera en
comparacion con la migracion del epitelio corneal tratado con NaCl 0.9 %, mientras que
el pre-tratamiento con P2Y ; siRNA #2 + Ap 4A, produce un retardo ¢ onsiderable en la

migracion del epitelio corneal lesionado.

Esto tam bién podem os apreciarlo en la Figura 39B, donde encontramos dos
graficas. La gréfica de la izquierda repres enta la variacion del area lesionada con el
tiempo, mientras que la derecha representa la velocidad estimada de migracion (VEM)
para cada uno de los tratam ientos implicados. Ap  4A 100 uM aum enta
significativamente la VEM (2.44 £ 0.10 %) silocom paramos con la VEM de las
lesiones control (1.55 £ 0.19 %), todo esto acoplado a un descenso en el tiem po
estimado de cierre (TER) (de 76 horas para el control a 55 horas para Ap ~ 4A). Por el
contrario, el pre-tratamiento con el P2Y ; siRNA #2 produce un gran retardo en la VEM
(1.03 £0.08 %) lo que conlleva un incremento en el TER necesario para cerrar la herida

hasta las 109 horas.

195



Resultados

Todos estos resultado s indican laim  plicacion del receptor P2Y s enla

modificacion de la migracion del epitelio corneal de conejo sefializado por ApsA.
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Figura 39: Efecto del silenciamiento del receptor P2Y, en la migracion del epitelio corneal sefializada
por Ap;A. (A) Secuencia de imagenes del proceso de migracion celular tomadas a tiempos 0,10, 16 y 22
horas para corneas control y corneas tratadas con Ap,A 100 M y P2Y, siRNA #2 + Ap,A 100 uM. (B)
Gréficas mostrando la variacion del area lesionada frente al tiempo y la velocidad estimada de
migracion (VEM) en los tres tratamientos (** p < 0.01y * p < 0.05 vs. control).
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4.8.- ESTUDIO DE LOS MECANISMOS INTRACELULARES IMPLICADOS.

4.8.1.- Ensayos de Western B lot para las proteinas pERK1/2 y ROCK-I:
Activacion de las rutas de las MAPK y del Citoesqueleto de actina.

Para confirmar la activacion de las rutas in tracelulares estudiadas en los ensayos
de migracion, pERK1/2 y ROCK-I se estudi aron mediante ensayos de W estern Blot.
Estos experim entos se realizan en monocap as de cé¢lu las de la lin ea inm ortal SIRC
lesionadas e incubad as con Ap 4A 0 Ap 3A 100 pM solas o pre -tratadas con los
antagonistas de los receptores P2Y y los  inhibidores de las rutas MA PK y RhoA /
ROCK-I como hemos descrito en Material y Métodos.

Lo prim ero que hicim os fue estudiar la activacion de pE RK1/2 y ROCK-I a
distintos tiempos (0 horas, 2, 5, 10, 15 y 30 minutos, y 1, 2, 4, 6, 8, 10 y 24 horas).

En la Figura 40 encon tramos representa da la activacion de pERK1/2 y de
ROCKA-I tras la activacion con ApsA o ApsA 100 uM en funcion del tiempo durante un
periodo de cuatro horas. Cuando estudiam os la activacion de pERK1/2 en células de
epitelio corneal lesion adas y en presencia de Ap 4A o Ap 3A 100 uM, observamos que
ApsA promueve una activacion de  pERK1/2 répida (5 m inutos) y sostenida, con un
maximo de activacion sobre el control (28.71 £ 1.48 %) a los 30 m inutos - 1 hora, tras
lo cual la activacion de esta pro teina comienza a disminuir hasta las 10 horas de ensayo
(Figura 40A). En el caso de Ap 3A 100 uM, la activacion de pERK1/2 se com porta de
forma oscilatoria, con maximos de activacion sobre el control a la hora (13.03 = 1.22 %)

(Figura 40B).

El estudio de la activacion de ROCK-I en epitelios lesionados tratados con ApsA
100 uM, nos indica que el m aximo de activacion de esta proteina lo conseguim os a los
15-30 m inutos de la estim wulacion (10.05 =+ 0.90 %) (Figura 40C), m ientras que si
estudiamos la estimulacion de esta proteina en presencia de Ap;A 100 uM, observamos
una m inima estim ulaciéon (3.24 +£0.92 %) alos30m  inutos de la aplicacion del

dinucledtido a la monocapa lesionada (Figura 40D).
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Figura 40: Activacion de pERK1/2 y de ROCK-I tras incubacion con Ap,A 0 ApsA 100 M durante un
periodo de tiempo de cuatro horas. (A) Activacién a tiempos de pERK1/2 a tiempos tras incubacion con
Ap4A en cultivo celular lesionado. (B) Activacion a tiempos de pERK1/2 a tiempos tras incubacion con
ApzA en cultivo celular lesionado. (C) Activacién a tiempos de ROCK-1 a tiempos tras incubacién con
Ap4A en cultivo celular lesionado. (D) Activacion a tiempos de ROCK-I a tiempos tras incubacién con
ApsA en cultivo celular lesionado.

Una vez definidas las condiciones de tiem po m aximo de activacion para
pERK1/2 y ROCK-I (1 horay 30 m inutos respectivamente), hem os realizado los
ensayos de activacion de pERK 1/ 2 y ROCK-I en presencia de Ap 4A o Ap3A 100 uM
con los diversos an tagonistas de los r eceptores purinérgicos (suramina y RB-2 100 uM
respectivamente) y de los inhibidor  es de las rutas MAPK (U0126 100 uM) y
RhoA/ROCK-I (100 nM) siguiendo el protocolo descrito en Métodos.
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Cuando estudiamos la activacion de ERK1/2 en monocapas lesionadas y tratadas
con Ap4A solo, observamos un aumento en la fosforilacion (128.71 + 1.48 %) cuando lo
comparamos con la fosforilacion de ERK1/2 en condiciones control (100 + 1.0 %).
Cuando pre-tratam os las células con su ramina, U0126 e Y27632, observam os que se
producen cambios en la activacion de pERK 1/2, siendo los valores de activacion 91.35
+ 1.18 % para suram ina, 74.97 + 0.42 % para U0126 y 107.29 =+ 1.33 % para Y27632
(Figura 41A). Cuando realizam os el m ismo tipo de ensayos en presencia de los
inhibidores de laruta ~ PLC / PKC, observamos com o Estaurosporina produce un
descenso en la fosforilacion de ER  K1/2 (94.46 * 1.41%), siendo este descenso no
significativo, mientras que Bisindolilm aleimida—I y U73122 producen un descenso en
pERK1/2 estadisticamente significativo (87.91 + 1.01 % para Bisindolilm aleimida—I y
90.47 £ 1.28 % para U73122). En el caso de 1 analogo inactivo U73343, observam os
como los valores de fosforilacion de ER K1/2 son similares al control (99.76 + 1.49 %)

(Figura 41B).

Cuando ensayamos el efecto que estos com puestos tienen sobre la activacion de
ROCK-I, si lo comparamos con la activacion provocada por tratamientos con ApsA solo
(110.05 £ 0.90 %), observamos que las tres sustancias reducen los valores de activacion
de ROCK-I, siendo estos de 104.19  + 2.89 % para suram ina, 93.11 % 0.98 % para
U0126 y 85.56 £ 0.19 % para Y27632 (Figura 41C). En cuanto a los resultados de
activacion de ROCK-I obtenidos con Estaurosporina, Bisindolilmaleimida—I y U73122,
observamos com o en am bos casos, la ac tivacion de ROCK-I dism inuye de for ma
significativa (93.12 £ 0.89 % para Estaurosporina, 94.67 + 0.68 % para
Bisindolilmaleimida—I y 94.15 + 0.89 % para U 73122). De nuevo, el analogo inactivo
U73343, produce una activacion de ROCK-I similar al control (99.98 £ 0.13 %) (Figura
41D).
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Figura 41: Activacién de pERK1/2 y ROCK-I en presencia de ApsA con inhibidores. (A) Activacién de
PERK1/2 en presencia de suramina, U0126 e Y27632 en cultivo celular lesionado. (B) Activacion de
PERK1/2 tras el pre-tratamiento con los inhibidores de la via de PLC / PKC en cultivo celular lesionado.
(C) Activacion de ROCK-I tras incubacion con Suramina, U0126 e Y27632 en cultivo celular lesionado.
(D) Activacion de ROCK-I tras incubacion con Estaurosporina, Bisindolilmaleimida—I, U73122 vy
U73343 en cultivo celular lesionado. (Estau: Estaurosporina, Bis-I: Bisindolilmaleimida—I, *** p
<0.001, ** p < 0.01, p < 0.1 vs. control).

El m ismo tipo de experim entos se ha realizado en pres encia de Ap 3A. E ste
dinucledtido, en ausencia de ningun inhibidor, produce un aumento en la fosforilacion
de ERK1/2 de 113.03 £ 1.22 %, y los pre-tratamientos con RB-2 y U0126 producen una
reduccion en la fosforilacion de ERK1/2, que dando estos niveles de fosforilacion en
84.41 £ 0.58 % para RB-2 'y 72.47 + 0.18 % para U0126. Cuando testamos el efecto que
el pre-tratamiento con el inhibidor Y27632 tie ne sobre los niveles de fosforilacion de

ERK1/2 causados por Ap 3A, observamos un aum ento en el m ismo (122.63 + 0.39 %)

(Figura 42A).
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Como ve mos en laF igura 42B, es posib le apreciar u na reduccié n en la
activacion de ROCK-I tras los pre-tr atamientos con RB-2 y U0126 (95.97 +£3.24 %y
91.20 + 0.78 % respectivam ente), cuando lo comp aramos con los valores de activacion
de ROCK-I tras el tratam iento con Ap ;A solo (103.24 £ 0.92 %). Sin em bargo, el pre-
tratamiento con Y27632 produce un aum ento en la activacion de ROCK-I (113.35 +
0.33 %).
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Figura 42: Activacion de pERK1/2 y ROCK-I en presencia de ApsA 100 M con antagonistas. (A)
Activacion de pERK1/2 en presencia de RB-2, U0126 e Y27632 en cultivo celular lesionado. (B)
Activacion a tiempos de ROCK-I tras incubacion con RB-2, U0126 e Y27632 en cultivo celular lesionado
(*** p <0.001, ** p < 0.01, p < 0.1 vs. control).

Cuando estudiam os la activacion tanto de ERK1/2 como de ROCK-I tras
tratamiento de las le ~ siones con los antag onistas e inhibidores anteriores solos,
observamos que tanto suram ina como RB-2, U0126 e Y27632, producen un descenso
estadisticamente significativo en la fosforilacion de ERK1/2 (90.23 + 1.0 % para
suramina, 88.02 *+ 1.47 % para RB-2, 69.8 % =£0.16 % para U0126y 92.31 +0.70 %
para Y27632) (Figura 43A). La fosforilacion de ERK1/2 también se ve dism inuida en
presencia de Estaurosporina, Bisindolilmaleimida—I y U73122 (72.56 + 0.87 %, 76.16 +
1.37y97.19 £ 1.36 % respectivam ente), siendo esta disticamente significativo este
descenso en el caso de Estaurosporina y Bisindolilmaleimida—I. De nuevo, el inhibidor

inactivo U73343 tiene una activacion de pERK1/2 similar al control (99.25 +1.49 %),
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mientras que el agonista PDBU produce un aumento no significativo en la fosforilacion

de ERK1/2 (104.37 % 0.52 %) (Figura 43B).

Cuando analizam os la activacion de ROCK -1, los antagonistas e inhibidores
suramina, RB-2, U0126 e Y27632 producen un ef ecto similar, todos ellos reducen de
forma significativa la activacion de esta proteina (88.86 + 0.86 % para Suramina, 89.73
+0.54 % para RB-2,91.22 £ 1.08 % para U0126 y 85.01 £ 1.28 % para Y27632)
(Figura 43C). Estaurosp orina, Bis indolilmaleimida—I y U73122 producen tam bién un
descenso en la activacion de ROCK-1 (96.21 +0.88 %, 98.71 £0.76 % y 91.61 +0.54
% respectivamente), siendo U73122 el tnico que produce un descenso significativo en
la activacion. En cuanto al agonista PDBU, observamos un aumento significativo en la

activacién de ROCK-I (107.72 + 1.09 %) (Figura 43D).
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Figura 43: Activacién de pERK1/2 y ROCK-I tras tratamiento con los inhibidores en ausencia de
agonistas. (A) Activacion de pERK1/2 en presencia de suramina, RB-2, U0126 e Y27632. (B) Activacién
de pERK1/2 tras el pre-tratamiento con los inhibidores de la via de PLC / PKC. (C) Activacién de
ROCK-I tras incubacion con Suramina, RB-2, U0126 e Y27632. (D) Activacion de ROCK-I tras
incubacion con Estaurosporina, Bisindolilmaleimida—I, U73122 y U73343 en cultivo celular lesionado.
(Estau: Estaurosporina, Bis-I: Bisindolilmaleimida—I, *** p <0.001, * p < 0.1 vs. control).
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La activac 16n de la ru ta in tracelular de Rho A /ROCK-Ise haco nfirmado
mediante estudios de activaci 6n por fosforilacion de la quina sa de la cadena ligera de
miosina (MLC2) puesto que esta proteina esta por debajo de ROCK -I en la cascada. La
Figura 44 muestra la fosforilaciéon de MLC2 tras tratamiento de las lesiones con Ap 4A,
Ap3A, Y27632, Ap  4A/Y27632y Ap 3A/Y27632. Ap 4A produce un aum ento
significativo en pMLC2 (109.16 + 0.41 %) si lo com paramos con la activacion control
(100 £ 1.0 %), y esta activacion es revertida de forma significativa cuando pre-tratamos
las lesiones con el inhibi dor de ROCK-I, Y27632 (87.34 + 0.84 %). Por ultim o, tras el
tratamiento con Ap 3A no observamos un increm ento en la activacion de pMLC2

(101.82 £ 0.91 %).
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Figura 44: Activacion de pMLC2 en presencia de Ap,A 0 ApsA 100 4M y en presencia o ausencia de
Y27632. (*** p <0.001, ** p < 0.01, * p < 0.1 vs. control).

4.8.2.- Ensayos de Western Blot para la proteina p38.

Como he mos visto, Ap 3A produce un efecto retardante en lam  igracion del
epitelio corneal lesionado. Ademas, hemos visto que cuando evitamos la activacion de
la ruta de las MAPK m ediante el empleo del inhibidor de la misma, U0126, se produce
un efecto acelerador en la velo cidad de migracion de los cultivos epiteliales lesionados.
Para conocer si el efecto de Ap 3A en la migracion epitelial es consecuencia de alguna

interaccion de la via de las MAPK con alguna otra via intracelular, hemos estudiado la

203



Resultados

posible interaccion de la ruta de ERK1/2 con de la ruta de p3 8. Para ello, hemos tratado
las m onocapas lesionadas con Ap 3A 100 pM y pre-tratando con los inhibidores de
ambas vias (U0126 para ERK1/2 y SB203580 para  p38) de lam anera descrita en la
seccion de Material y Métodos y hemos realizado ensayos de Western Blot para estudiar

la activacion de ambas proteinas en los casos estudiados.

Como pode mos observar, la activacion de pp38 tras el tratam iento con Ap 3A
aumenta transcurrida una hora de la incubacion con el dinucledtido (105.68 + 0.76 %),
siendo el aum ento de fosfor ilacion m aximo entre las do sy las cuatro horas de
incubacion (118.25 £1.3y 11699 £ 1.68 respectivam ente) (Figura 45A). Estos
resultados se correlacionan con el descenso en la activacion de pp38 tras el pre-
tratamiento con SB203580 en presencia de Ap  3A, observando com o la fosforilacién
comienza a descender a la hor a de la incubacion (95.42 +2.2 %)y esm axima a las
cuatro horas (62.92 £ 0.79) (Figura 45B). Cuando pre-tratam os con U0126, no

observamos ninguna modificacion significativa en la activacion de p38 (Figura 45C).

Cuando estudiam os la activacion de la ruta de ERK1/2 que produce el
dinucle6tido Ap 3A en presencia del inhibidor  de p38, SB203580, observam  os un
incremento en la fosforilaciond e ERK1 /2 que com ienzaalos 5m inutos de la
incubacioén (119.61 + 1.12 %), siendo m aximo a los 15 minutos (126.38 £+ 0.82 %) y es
estable hasta las dos horas posteriores, rec uperando valores sim ilares al control a las
cuatro horas posteriores a la incubacion (107.06 £ 1.13 %). Ademas, podemos observar
que la activacion de pE RK1/2 tras la pre-incubacién con SB203580 es m ayor y mas
sostenida que la que se produce con el tratamiento de las lesiones corneales con Ap 3A

solo (Figura 45D).

Todo esto estd en consonancia conlo s resultados de m igracion celular en
cultivo, donde hemos testado el efecto que el inhibidor SB203580 tiene en el retardo de
la migracion causado p or Ap3A. Como ocurre en el caso d e la p re-incubacion con el
inhibidor de las ERK1/2, U0126, la pre-incubacion con SB203580 100 uM produce una
aceleracion velocidad de migracion (VEM) (2.82 + 0.25 %) en relacion con la VEM de
Ap3A (1.22 £ 0.10 %), siendo en es te caso, la VEM de las monocapas lesionadas y pre-
tratadas con SB2903580 menor a la VEM control (4.234+ 0.15%) (Figura 45E).
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Figura 45: Activacion de p38 y pERK1/2 en presencia de ApzA e inhibidores. (A) Activacion de p38 con
el tiempo en presencia de ApsA en cultivo celular lesionado. (B) Activacion de p38 con el tiempo tras el
pre-tratamiento con SB203580 en presencia de ApsA. (C) Activacion de p38 con el tiempo tras el pre-
tratamiento con U0126 en presencia de ApzA (D)) Activacion de pERKZ1/2 con el tiempo tras el pre-

tratamiento con SB203580 en presencia de ApsA. (E) Migracion celular de lesiones en cultivo de células

SIRC tras el pre-tratamiento con SB203580. (*** p <0.001, ** p < 0.01 vs. control).

205



Resultados

De algin modo que no conocem os, p38 es capaz de regular de for ma negativa a
pERK1/2 y evita la aceleracion de la m igracion celular. Por eso, cuando pre-in cubamos

con el inhibidor de p38 se produce la aceleracion en la velocidad de migracion celular.

4.9.- INMUNOCITO QUIMICA PARA  pERK Y ROCK. ESTUDI O DE
TRASLOCACION AL NUCLEO.

Hemos encontrado una respuesta inespe ~ rada sobre el in  hibidor de MAPK
(U0126) y su accion en laruta de ROCK-I, y viceversa, la respuesta del inhibidor de
ROCK-I (Y27632) sobre la ruta de pERK. Para poder explicar  esta aparente
incoherencia en los resultados, hemos inve  stigado si existe alguna conexion entre
ambos rutas intracelulares, puesto que hay diversas referencias bibliograficas en las que
se indica la existencia de una relacion entre ambas rutas de m  uy diversas m aneras

(Brunet et al., 1999; Pawlak et al., 2002, Roovers et al., 2003; Bessard et al., 2006).

De esta f orma, hem os investig ado la distribucion celular de pERK1/2e  n
monocapas tratadas con Ap4A 'y Ap 4A/Y27632. En condiciones control, localizamos
principalmente pERK en el citoplasm a cel ular sin co-localizacién co n el m arcado
nuclear PicoGreen, lo que nos indica que en condiciones control, pERK no se trasloca al
nucleo. Cuando tratamos las células con Ap 4+A, vemos que la distribucion de pERK1/2
sigue un patrén uniform e, marcando tanto  citoplasma como nucleo, lo que viene
corroborado por la buena co-localizacion con el marcador nuclear PicoGreen, lo que nos
indica que pERK esta siendo en parte trasloca do al nicleo com o indican varios autores
(Brunet et al., 1999). C uando estudiamos la distribucion celular de pE RK en células
pre-tratadas con Y276 32 en pres enciade A psA, observ amos que el m arcaje p ara
pERK1/2 se localiza principalmente en el citoplasma celular, con muy poco marcaje en
el nucleo (co-localizacion con PicoGreen  es m enor) (Figura 46A ). La Figura 46B
muestra la cuantif icacion de la se fal para pE RK en el citoplasm ay en el nucleo de
células con trol y de células tratadas con ~ Ap sAy Ap 4A/Y27632. Com o podemos
observar, la cantidad de pERK in el ¢ itoplasma de las células tratadas con Ap 4A es
mayor que la cantid ad de pERK en el citoplasm adelas célu las tratad as con
ApsA/Y27632 (115191 +£7.26y 1046.78 1 9.97 respectivam ente, en unidades

arbitrarias (UA) de fluorescenci a), siendo la cantidad de pE RK en el citoplasm a de las
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células control la menor de todas (861.64 + 13.31 UA). Lo m ismo ocurre en el caso de
la sefnal en el nucleo: la cantidad de pERK1/2 en los ntcleos de las células controles es
lam enos intensa (3095.42  +£7.19 UA para Ap 4A, 187127 +£935UApar a
ApsA/Y27632 y 328.56 £ 7.15 para los controles), lo que es consistente con lam enor

co-localizacion de PicoGreen y con la menor traslocacion de pERK1/2 al nucleo.

El estudio de la localizacion de la sefial de ROCK-I en condiciones control y tras
tratamientos con Ap 4A 'y Ap 4A/U0126 (Figura 46C), observam os que la sefial de
ROCK-I se encuentra en el citoplasm  a de los tres tipos de condiciones, sin co-
localizacion con el marcaje de PicoGreen en ninguno de los casos. Las células tratadas
con Ap 4A presentan un m ayor m arcaje para R OCK-I en com paracion con los otros
tratamientos. El marcaje de RO CK-I para tratamientos de Ap 4A en presencia de U0126
es menos intenso que el m arcaje en las células tratadas con Ap 4A. Cuando procedemos
a la cuantificacion de la sefial de ROCK-I en el citoplasma y en el ntcleo de las células
(Figura 46D), observamos que en el cit ~ oplasma de las células tratadas con Ap  4A
encontramos una sefial m 4s fuerte para ROCK-I (1038.77  +15.35 UA) que en el
citoplasma de las ¢ ¢€lulas tr atadas con Ap 4A/U0126 (907.78 +£10.92 UA), y en las
células control, esta sefales interm edia (983.86 + 6.17 UA). Lo m ismo ocurre con la
sefial de ROCK-I en el nucleo celula r: en las células tratadas con A psA/U0126 esta
sefial es menos intensa (860.81 + 10.01 UA) que en el ntcleo de las células tratadas con
ApsA (1219.52 £11.96 UA), siendo los ntcleos contro les los menos intensos de todos

(738.70 £ 3.52 UA).

En el caso de ApsA, observamos que la localizacion de la sefial de pERK1/2 tras
los tratamientos con Ap3;A 'y Ap3A/Y27632, se distribuye siguiendo un patron uniforme
y de una m anera similar en ambos casos con un a buena co-localizacion con el m arcaje
con PicoGreen, lo que significa que se tras toca al nucleo (Figura 46E ). En las células
control, pERK se localiza prin cipalmente en el citop lasma sin co-loca lizacién con la
sefal de PicoGreen, lo que significa que en situ aciones control, pERK no se traslo ca la
nucleo (Figura 46E). La Figura 46F revela que la cantidad de pERK en el citoplasma de
las células tratadas con Ap3A es muy similar a la cantidad de pERK en el citoplasma de

las ¢ ¢lulas tra tadas co n Ap 3A/Y27632 (988.11 +9.43 UA y 1017.00 + 6.7 UA
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respectivamente), m ientras que en la situaci  6n control, la cantidad d e pERK en el
citoplasma celular es m enor (861.64 + 13.31 UA). En el nucleo, la presencia de
pERK1/2 es significativamente elevada en ambos tratamientos (2062.35 + 8.83 UA para
Ap;Ay 1777.82 £5.77 UA para Ap3A/Y27632) si lo comparamos con el marcaje en el
nucleo de las células control (328.56 = 7.15 UA).

Todos estos resultados han sido confirmados mediante analisis por Western Blot
de pERK1/2 en las fracciones citoplasm datica y nuclear respectivam ente (Figura 4 7).
Comparando las sefiales en las fracciones cito plasmaticas de las células control (100 +
1.0 %) y las tratadas con Ap  4A'y ApsA/Y27632, la sefial de pERK en las células
tratadas con ApsA aumenta de forma significativa (120.25 + 1.37 %), al igual que en las
células tratadas con Ap 4sA/Y27632 (108.72 + 1.59 %). En cuanto a la sefial nuclear de
pERK, observam os como esta increm enta de form a significativa en relacion a las
células control (114.90 + 1.46 % para Ap 4sA 'y 102.90 £ 1.70 % para Ap 4A/Y27632)
(Figura 47A). Como se puede observar, el tratamiento con Y27632 produce un fuerte
descenso en la traslocacion de pER K al nucleo en relacion con la se fial de pERK en las

células tratadas con ApsA (100 £ 1.0 %).

Enelcaso delasefi alde ROCK-I, el tratam iento con Ap 4A pr oduce un
incremento significativo en la sefial  en la fraccion citoplasm ética (108.63 £ 0.61 %)
comparando con las células control (100 £ 1.0 %), m ientras que el tratam iento con
ApsA/U0126 no afecta a la activacion de ROCK-I (100.68 + 0.54 %). La sefalizacion
nuclear de ROCK-I no se altera en las células tratadas con ApsA (101.24 + 1.40 %),
mientras que en las células tratadas con ApsA/U0126, la sefializacion nuclear desciende
de forma significativa (88.77 £ 1.18 %) cuando lo com paramos con la situacion control

(100 + 1.0 %) (Figura 47B).
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Figura 46: Distribucion celular de pERK1/2 y ROCK-I tras tratamientos con Ap,A y ApsA en presenciay
ausencia de varios inhibidores. (A) Distribucion celular de pERK1/2 (rojo) y co-localizacién con
PicoGreen (verde) en células control y tratadas con Ap,A e Y27632 + Ap,A. (B) % de intensidad de la
sefial para pERK1/2 en el citoplasma y en el ndcleo de las células tratadas. (C) Distribucion celular de
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citoplasma y en el nicleo de las células tratadas. Imagenes a 40 aumentos. (*** p <0.0001 vs. control).
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4.10. ENSAYOS CITOESQUELETO: FIBRONECTINA /uPA 'Y FALOIDINA /
VINCULINA.

Para conocer la im plicacion real del ¢ itoesqueleto de actina, en el proceso de
migracion c elular, es tudiamos la ac tivacion de dos proteinas de m atriz extracelular;
Fibronectina (glicop roteina que favorece la adhesion de las célu  lasalam atriz
extracelular y que guia lam igracion celular) y uPA (proteina de m atriz extracelular
implicada en la degradacion de la misma), y de dos proteinas de citoesqueleto: Faloidina
(proteina que se une a la act ina de los microfilamentos del citoesqueleto, impidiendo su
despolimerizacién). y Vinculina (proteina de membrana - citoesqueleto ubicada en las
placas de las adhesiones focales involucrada en el anclaje de las moléculas de integrina
al citoesqueleto de actina), durante el pe riodo de tiempo comprendido entre la lesion de
la monocapa y las 24 horas posteriores, siguiendo el protocolo descrito en la seccion 3.9

de Material y Métodos.

Las Figuras 48 y 49 reflejan la activaci 6n de Fibronectina y uPA a tiempos 0, 6,
10 y 24 hor as de la lesion en lesiones control y tratadas con Ap  4A 100 uM, y en las
Figuras 50 y 51 encontram os la activaciéon de Faloidinay Vinculina a los m ismos

tiempos y con los mismos tratamientos.

Como pode mos com probar, en las lesi ones control (F igura 48A) a tiem po 0
horas (nada mas realizar la lesion) no encontramos sefial para Fibronectina, localizando
esta proteina formando una banda justo por detras del frente de avance de las células a
las 6 horas posteriores a la lesion. Transcurridas 10 horas desde la lesion, volvemos a no
encontrar sefal para esta prot eina, volviendo a localizar esta proteina detrés del frente
de avance celular a las 24 horas. Es deci r, tenem os una activac 10n trans itoria y
oscilatoria. En el caso de las lesiones tratadas con ApsA (Figura 48A) observamos como
el patrén de activacion de Fibrone ctina es similar al que acabamos de describir para las
lesiones control, siendo sin em bargo la inte nsidad de sefial a 6 horas m enor que en la
lesion control (1132.46 +15.08 para Ap 4A 'y 1482.17 +13.00 para el control, e n
unidades arbitrarias de fluorescencia (UA)), mientras que a las 10 horas, la intensidad

de sefal para Fibronectina en las lesiones tratadas con Ap 4A es m ayor que en las
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lesiones control (485.52 + 13.39 UA para Ap 4A y 424.97 £ 16.69 UA para el control)
(Figura 49A).

En el caso de la activacion de uPA,  observamos que en las lesiones control
(Figura 48B) la activacion de esta proteina comienza nada m as realizada le les i6n, y
localizando la misma en el frente de la lesion, pero no formando una banda hom ogénea
sino centrada en alguna célula del borde de la lesion. Esta sefial aumenta en intensidad a
las 6 horas de la lesion m  anteniendo lo localizacidn, y posteriorm ente desciende a
niveles similares al control en las 10 y las 24 hor as posteriores a la lesion. En el caso de
la activacion de uPA en las lesion es tratadas con ApsA (Figura 48B), nada m as realizar
la lesion (0 horas) no encontram os sefial para esta proteina, observando un notable
incremento en esta a partir de las 6 horas de la lesién, y manteniendo la misma hasta las
24 horas posteriores a la lesion. En este caso la sefial para uP A se localiza también en el
borde la lesion, perom  4s hom ogéneamente distribuida si lo com paramos con la
localizacion de esta proteina en las lesiones control. Cuando cuantificamos la intensidad
de la sefal para uPA en todos los casos (F igura 49B) observamos como salvo a 0 horas
donde la senal en las lesiones control es superior a la sefial en las lesiones tratadas (0 + 0
UA para ApsA 'y 559.34 + 10.46 UA para el control), la se fial para uPA es mayor en las
lesiones tratadas con Ap4A (1734.94 £ 36.56 UA para Ap 4A y 986.95 £ 14.45 UA para
el control a las 6 horas; 1903.89 +40.66 UA para ApsA 'y 541.53 £10.12 UA parael
control a las 10 horas; y 1739.64 + 20.78 UA para Ap sA y 489.47 +21.07 UA para el
control a las 24 horas) (Figura 49B).
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Figura 48: Inmunolocalizacion de Fibronectina y uPA y células lesionadas. (A) Sefial para Fibronectina
(verde) en células lesionadas control y tratadas con ApsA 100 M a tiempos 0, 6, 10 y 24 horas
posteriores a la lesion. (B) Sefial para uPA (verde) en células lesionadas control y tratadas con Ap,A 100

4M a tiempos 0, 6, 10 y 24 horas posteriores a la lesion. Imagenes tomadas a 40 aumentos.
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Figura 49: Cuantificacion de la sefial para Fibronectina y uPA tras lesion. (A) Cuantificacion para
Fibronectina en células lesionadas control y tratadas con ApsA 100 M a tiempos 0, 6, 10 y 24 horas
posteriores a la lesion. (B) Cuantificacion para uPA en células lesionadas control y tratadas con Ap,A

100 M a tiempos 0, 6, 10 y 24 horas posteriores a la lesion (*** p <0.001 y ** p <0.01 vs. control).

Cuando estudiam os el com portamiento de la activacion de las proteinas
Faloidina y Vinculina en lesiones control y en lesiones tratadas con Ap 4A, observamos

lo siguiente:

En las lesiones control (Figura 50A), localizamos la expresion de Faloidina nada
mas realizada la lesion, y la distribucion ~ de la m isma es hom ogénea a lo largo del
citoplasma siguiendo las fibras de actina de las células del borde de la lesion. A las 6
horas posteriores a la lesion, la sefial para es  ta proteina sigue esta ndo presente en la
misma localizacion pero con m ayor intensidad, disminuyendo la misma a las 10 horas
de la lesion, aunque manteniendo la localizacion. Por ultimo, a las 24 horas posteriores
a la lesion la intensid ad de la sefia 1 para F aloidina y la loc alizacién de la m isma son
iguales a las encontradas a las 6 horas. Es d ecir, encontramos una activacion oscilatoria
de la sefial. Cuando analizam os la sefal pa ra Faloidina en las le siones tratadas con
ApsA (Figura 50A), observam os como nada m s realizar la lesi 6n, encontramos sefial
para esta proteina a lo largo de 1 citoplasma de las cé lulas epite liales d el borde de la
lesion, siguiendo un patrén sim ilar al descrito para las lesiones ¢ ontrol a las 0 horas.
Transcurridas 6 horas de la lesion, localizam  os esta pro teina en las m ismas células

aunque con intensidad menor, recuperando la intensidad de sefial 10 horas después de la
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lesiéon y m anteniendo la m isma a las 24 horas . Cuando comparam os 1a intensidad de
sefal para Faloidina entre las le siones control y las tra tadas con Ap 4A (Figura 51A ),
observamos como a 0 y 10 horas la intensidad de sefial es menor en el control que en las
células tratadas (1883.51 + 22.22 UA para el control y 2099.78 + 19.14 UA para ApsA a
Oh; 993.91 %+ 9.59 para el control y 2318.75 £ 18.96 para Ap4A a las 10h), encontrando
que a las 6 y a las 24 horas de reali zada lesion ocurre lo contrario (2389.33 £21.64 UA
para el control y 1668.21 + 15.53 UA para Ap 4A a las 6 horas; y 2410.06 +22.24 UA
para el control y 2311.28 £ 20.10 UA para Ap4A a las 24h) (Figura 51A).

Cuando exam inamos la sefial para Vinc ulina en las lesiones control (Figura
50B), encontram os que a 0 horas, la sefial pa ra es ta p roteina es b astante in tensa,
localizando la misma en la membrana y en el citoesqueleto de las células del borde de la
lesion. A las 6 horas de la m isma, localizamos esta proteina de nuevo en la zona de la
membrana celular de las células del borde de la lesion, siendo la intensidad de la s enal
menor que a las 0 horas, repitiéndose el patr 6n de localizacion a las 10 y a las 24 horas
de la lesion, periodos de tiem po en los cuales la sefial vuelve a aum entar de intensidad,
aunque no recuperam os los niveles de intensid ad encontrados en las células nada m as
realizar la lesion. Cuando analizam os la sefial para esta proteina en las lesiones tratadas
con Ap4A (Figura 50B), observam os como nada mas realizada la le sion, encontramos
una sefial elevada para Vinculina lo calizada de nuevo a lo largo de la mem brana celular
de las célu las que se encuentran en el borde  de la lesion. Esta sefial para Vinculina
aumenta a las 6 horas de realizada la lesion, encontrando élm  aximo nivel de
sefalizacion transcurridas 10 horas desde la lesi6n de la monocapa. Por ultimo, a las 24
horas de la lesion, en contramos sefal para esta proteina en niveles similares a los q ue
encontramos a las 6 horas de generadala lesion. Cuando com paramos los niveles de
Vinculina en las lesiones control y en las tratadas con Ap4A (Figura 51B), a los diversos
tiempos desde la lesion, encontramos que a 0 horas, la cantidad de V  inculina en las
lesiones control es m ayor que en las lesiones tratadas (2475.89 £ 34.29 UA para el
control y 2091.93 £ 19.18 UA para Ap 4A), siendo esta sefial m ayor para Ap 4A en el
resto de horas estudiadas (1291.44 + 12.79 UA para el control y 2268.06 +31.76 UA
para Ap4A alas 6 horas; 1609.39 +22.23 UA para el control y 2730.49 +33.28 UA
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para ApsA alas 10 horas; y 1735.45 + 23.55 UA para el control y 2163.89 +30.20 UA
para ApsA a las 24 horas) (Figura 51B).

A

0 horas 6 horas 10 horas 24 horas

CONTROL

Ap,A

0 horas 6 horas 10 horas 24 horas

CONTROL

Ap,A

Figura 50: Inmunolocalizacion de Faloidina y Vinculina y células lesionadas. (A) Sefial para Faloidina
(verde) en células lesionadas control y tratadas con Ap,A 100 xM a tiempos 0, 6, 10 y 24 horas
posteriores a la lesion. (B) Sefial para Vinculina (verde) en células lesionadas control y tratadas con

Ap,A 100 M a tiempos 0, 6, 10 y 24 horas posteriores a la lesion. Imagenes tomadas a 40 aumentos.
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Figura 51: Cuantificacién de la sefial para Faloidina y Vinculina tras lesion. (A) Cuantificacion para
Faloidina en células lesionadas control y tratadas con Aps,A 100 #M a tiempos 0, 6, 10 y 24 horas
posteriores a la lesion. (B) Cuantificacion para Vinculina en células lesionadas control y tratadas con
Ap,A 100 ¢M a tiempos 0, 6, 10 y 24 horas posteriores a la lesion (*** p <0.001y * p <0.05 vs.

control).

4.11.- EFECTO DE LOS DINUCLEOTIDO S EN LA ETAPA DE DIVI  SION
CELULAR.

4.11.1.- Estudio de la proliferacion del epitelio corneal in vitro.

4.11.1.1.- Efecto de Ap4A en la proliferacion celular.

Para conocer la im plicacion de Ap4A en la etapa de divi sidn celular del proceso
de cicatrizacion corneal, estudiamos en cultivo de célul as SIRC la proliferacion celular
tras los tratam ientos descritos en la secc  i6n de Material y Mé  todos, es decir, el
tratamiento con Ap4A y los pre-tratamientos con los diversos antagonistas e inhibidores

de las rutas intracelulares para discriminar la posible via intracelular de actuacion.

La Figura 52 refleja la proliferacié n celular en tanto por ciento con respecto al
control transcurridas 24 y 36 horas desde el inicio de las incubaciones. A las 24 horas
(Figura 52A), observamos com o la proliferacion con Ap 4A aumenta (114.59 £ 1.28 %)

en com paracion con la pr oliferacion control (100  + 3.83 %), viendo com o el pre-
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tratamiento con los ocho inhibidores, prod uceund escenso con siderable d e la
proliferacion, entre un 30 y un 70 % aproxim adamente en todos los casos (Tabla 22),
siendo Estaurosporina el antagonista que produce un mayor descenso en la proliferacion
(Tabla 22). Los resultados de proliferacion que obtenem os tras el pre-tratam iento con

U73343, analogo inactivo de U73122, son similares a los valores control.

Cuando estudiam os la proliferacion de las células S IRC a las 36 horas del
comienzo de los tratamientos con Ap4A e inhibidores (Figura 52B), observamos que en
comparacion con la p roliferacion control (100 £ 1.39 %) Ap 4A produce un increm ento
en la proliferacion mayor que el producido a las 24 horas (124.27 £ 3.58 %). De nuevo,
el pre-tratam iento con todos los inhibi  dores produce un descenso notable en la
proliferacion celular, estando este com prendido entre un 20 y un 60 %
aproximadamente (Tabla 22), y siendo Es  taurosporina y Bisindolilmaleim ida-I los
inhibidores que m &s detienen la prolifer acion celular. De nuevo, los valores de

proliferacion celular para U73343 son similares al control (Tabla 22).

Al producir ApsA un incremento en la proliferacion dependiente con el tiempo y
al ser es te incremento revertido con el em pleo de los diversos inhibidores em pleados,
podemos identificar la ruta de activacion de la proliferacion com o la s iguiente: ApsA
activa el receptor P2Y , y via PLC y PKC se activa la ruta de RhoA/ ROCK-I. Ademas,
se produce la transactivacion de receptores Tirosin Quinasa y la consecuente activacion

de las MAPK.
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Figura 52: Proliferacion celular de las células SIRC tras la estimulacién con Ap,A y diversos inhibidores

a las 24 y 36 horas. (A) Proliferacidn de las células SIRC a las 24 horas tras tratamiento con Ap,A y los

inhibidores. (B) Proliferacion de las células SIRC a las 36 horas tras tratamiento con Ap,A y los

inhibidores (Estau: Estaurosporina, Bis-1: Bisindolilmaleimida—I, *** p <0.001, ** p < 0.01y*p<0.5

vs. control).

TRATAMIENTO PROLIFERACION 24 | PROLIFERACION 36
HORAS (%) HORAS (%)
CONTROL 100 + 3.83 % 100 +3.83 %
Ap:A 100 pM 114.59 + 1.28 % *** 124.27 + 3.58 %, ***

Suramina 100 pM + Ap4A 100 uM

51.91 £ 6.46 % ***

80.92+1.28% *

AG1478 100 pM + Ap4A 100 pM

55.39 + 6.46 % ***

71.58 +4.20 % ***

U0126 100 M + Ap,A 100 pM

67.29£6.58 % *

66.51 £3.20 % ***

Y27632 100 pM + Ap4A 100 pM

64.48 £7.03 % *

61.63 £5.18 % ***

Estaurosporina 1 pM + Ap,A 100 uM

30.74 £3.93 9% ***

39.97 £2.50 % ***

Bisindolilmaleimida—I 10 uM + ApsA 100 pM

65.96 £8.03 % *

39.18 £ 6.50 % ***

U73122 3 uM + Ap,A 100 pM

60.96 + 7.19 % **

55.74 +£2.35 % ***

U73343 3 uM + Ap,A 100 uM

99.23£2.43 %

108-57 £ 6.50 %

Tabla 22: Proliferacién celular de las células SIRC tras la estimulacion con Ap,A y diversos inhibidores
alas 24y 36 horas (*** p < 0.001, ** p< 0.01, * p < 0.5 vs. control).
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4.11.1.2.- Efecto de Ap;sA en la proliferacion celular.

También hemos querido conocer el papel de Ap3;A en la etapa de division celular
del proceso de cicatrizacion corn  eal. Para ello, hem  os realizado el ensayo de
proliferaciéon en células SIRC si guiendo el protocolo descrito en la seccién de Material
y Métodos, es decir, el tratam  iento con Ap 3A y los pre-tratam ientos con U0126

(inhibidor de la ruta ERK1/2) y SB203580 (inhibidor de la ruta p38).

En la Figura 53 encontram os la pr oliferacion celular (en tanto por ciento con
respecto a 1 contro 1) tr as los tr atamientos con Ap 3A y el pre-tratam iento con los
inhibidores a tiempos 24 y 36 hor as desde el inicio de las incubaciones. A las 24 horas
(Figura 53A) observamos com o el tratam iento con Ap ;A produce un pequefio pero
significativo increm ento en la proliferacion celular cuando  lo com paramos con 1 as
células control (100 £ 1.39 % para el control y 109.38 + 1.47 % para Ap3;A), incremento
que se revierte de form  a considerable cu ando pre-tratamos con a mbos inhibidores

(Tabla 23).

De nuevo, a las 36 horas, encont ramos que el tratamiento con Ap3;A produce un
incremento en la proliferacion de las células SIRC, s 1iendo este aum ento en la
proliferacion mayor que el en contrado a las 24 horas (100 + 1.23 % para el control y
123.26 + 1.93 % para Ap 3A), revertiendo este increm ento con los pre-tratamientos con

los dos inhibidores (Figura 53B y Tabla 23).

Como en el caso de Ap 4A, el increm ento de la proliferacio n tras el tratam iento
de las cé lulas del ep itelio co rneal con Ap 3A es dependiente de 1tiempo, y el pre-
tratamiento con los antagonistas nos indi ca que la proliferacion activada por Ap 3A es

via las dos rutas de las MAPK, ERK1/2 y p38.

Como podemos observar, tanto Ap 4A como Ap3A 100 uM solos en ausencia de
cualquier inhibidor, producen un efecto similar en la etapa de pro liferacion celular, ya
que ambos producen un increm ento pequefio pero significativo en la m isma, llegando a
alcanzar un 25 % aproxim adamente mas de proliferacion a las 36 hor as, siendo la ruta

comun de actuacion la via de las MAPK.
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Figura 53: Proliferacion celular de las células SIRC tras la estimulacion con ApzA y diversos inhibidores
a las 24 y 36 horas. (A) Proliferacion de las células SIRC a las 24 horas tras tratamiento con ApsA y los
inhibidores. (B) Proliferacion de las células SIRC a las 36 horas tras tratamiento con ApsA y los
inhibidores (*** p <0.001 vs. control).

TRATAMIENTO PROLIFERACION 24 PROLIFERACION 36
HORAS (%) HORAS (%)
CONTROL 100 + 1.39 % 100 +1.23 %
Ap;A 100 pM 109.38 + 1.47 % *** 123.26 + 1.93 % ***
U0126 100 uM + Ap;A 100 pM 59.63 + 1.66 % *** 31,11 +2.25 % ***
SB203580 100 pM + Ap;A 100 pM 81.04 £ 1.70 % *** 32.39 + 1.42 % ***

Tabla 23: Proliferacion celular de las células SIRC tras la estimulacién con ApsA y diversos inhibidoress
alas 24y 36 horas (*** p < 0.001 vs. control).

4.11.1.3.- Efecto de la combinacion de ApsA y Ap:A en la proliferacion celular.

Una vez conocido el efecto que ApsA y ApsA 100 uM tienen en la proliferacion
del epitelio corneal, estudiam os la posible interaccion entre ambos dinucledtidos y el
efecto que ello conlleva en le proceso de proliferacion celular. Para ello, pre-incubamos
las células con una concentracion fija (100 uM) de uno de los dinucleoétidos, y a
continuacion incubamos con concentraciones crecientes del dinucleotido contrario, tal y

como hemos descrito en la seccion de Material y Métodos.
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Como podemos apreciar a las 24 horas (Figura 54A), cuando tratamos las células
con Ap4A 100 uM solo, observamos el incremento en la proliferacion descrito en el
apartado 4.11.1.1 (114.59 £ 1.28 %). Cuando mantenem os esta concentracion de Ap sA
fija y tratamos con concen traciones crecientes de Ap 3A, observamos un increm ento en
la pro liferacion con respecto al contro lya Ap 4A solo, siendo este increm  ento
dependiente de la dosis de Ap 3A, y maximo a dosis 10 uMy 100 uM (Tabla 24). La
Figura 54B refleja los resultados de los m  ismos tratamientos a las 36 horas. En este
caso, se produce un increm ento en relacion con la p roliferacion control y con la
proliferacion de Ap 4A 100 uM siendo este increm ento maximo cuando tratam os con

Aps;A 0.1 uM (Tabla 24).
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Figura 54: Proliferacion celular de las células SIRC tras la estimulacion con concentraciones crecientes
de ApsA en presencia de Ap;A 100 uM a las 24 y 36 horas. (A) Proliferacion de las células SIRC a las 24
horas tras tratamiento con Ap,A 100 M y concentraciones crecientes de ApzA (0.1 M a 1 mM). (B)
Proliferacion de las células SIRC a las 36 horas tras tratamiento con ApsA 100 M y concentraciones

crecientes de ApsA. (*** p <0.001, ** p < 0.01y * p < 0.05 vs. control).
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TRATAMIENTO PROLIFERACION 24 | PROLIFERACION 36
HORAS (%) HORAS (%)
CONTROL 100 + 1.60 % 100 £ 2.08 %
Ap:A 100 pM 114.59 + 1.28 % *** 124.27 + 3.58 9, ***

ApsA 100 pM + Ap;A 0.1 pM

109.60 +3.42 %

186.05 £2.08 % ***

Ap4A 100 pM + ApsA 1 uM

123.68 + 3.45 % ***

149.90 £2.40 5 ***

ApsA 100 uM + ApzA 10 uM

130.95 + 1.83 %***

137.15 £2.82 % ***

ApsA 100 pM + Ap,;A 100 pM

129.47 £2.92 % ***

17512 £2.52 % ***

ApsA 100 pM + Ap;A 1 mM

114.29 £3.68 % *

158.86 + 3.39 % ***

Tabla 24: Proliferacion celular de las células SIRC tras la estimulacion con Ap,A 100 puM vy
concentraciones crecientes de ApsA. a las 24 y 36 horas de iniciados los tratamientos (*** p <0.001, **

p <0.01y*p<0.05vs. control).

Cuando realizam os el m ismo tipo de ensayo pero con Ap 3A 100 pMa
concentracion fija y variando la concentracion de Ap 4A, encontramos lo siguiente: a las
24 horas del inicio de los tratam ientos (Figura 55A) observamos com o se produce un
incremento en la pro liferacién cuando lo com paramos con el control y con Ap ;A 100
pM solo (109.38  + 1.47 %), siendo este increm  ento m ayor cuando tratam os con
concentraciones pequefias de Ap 4A (ApsA 0.1 uM, ApsA 1 uM y para Ap 4A 10 uM)
(Tabla 25). A las 36 horas (Figura 55B) encontram os como se produce un increm ento
mayor en la proliferacion, siendo esta mayor cuando tratam os las células con Ap 4A 10

uM (Tabla 25).

223



Resultados

A B

*kk

14Q

=
©
o

*kk

N
@
o

*kk

-
w
o

*k% sk

= =
[=2} ~
S S

=
a
o

I P
n w
S S

% proliferacién (unidades arbitrarias)
- =
= '
I a

% proliferacién (unidades arbitrarias)
(=
=

=
o
o

0 90
control  ApsA 0.1uM 1uM 10pM  100pM  1mM control  ApzA 0.1uM 1uM 10pM  100pM  1mM

Ap,A 100 puM Ap,A 100 pM

Figura 55: Proliferacion celular de las células SIRC tras la estimulacidn con concentraciones crecientes
de Ap,A en presencia de ApsA 100 M respectivamente a las 24 y 36 horas. (A) Proliferacion de las
células SIRC a las 24 horas tras tratamiento con ApsA 100 xM y concentraciones crecientes de Ap,A (0.1
4M a 1 mM). (B) Proliferacion de las células SIRC a las 36 horas tras tratamiento con ApsA 100 x4M y
concentraciones crecientes de Ap,A (0.1 M a 1 mM). (*** p <0.001, ** p < 0.0l y * p < 0.05 vs.

control).
TRATAMIENTO PROLIFERACION 24 PROLIFERACION 36
HORAS (%) HORAS (%)
CONTROL 100 £ 1.60 % 100 £ 2.08 %
Ap;A 100 pM 109.38 £1.47 % 12326 £1.93 %

Ap;A 100 pM + ApyA 0.1 uM 128.52 £2.19 % *** 167.50 £ 1.78 % ***
Ap;A 100 pM + Ap,A 1 uM 114.19 £ 2.47 % *** 164.59 £2.10 % ***
Ap;A 100 pM + Ap,A 10 pM 116.84 +2.70 % *** 182.26 + 1.87 % ***
Ap;A 100 uM + Ap,4A 100 uM 101.49 £3.08 % 168.35 £3.19 % ***
Ap;A 100 pM + Ap,A 1 mM 84.54 £2.62 % ** 124.20 £ 1.96 % ***

Tabla 25: Proliferacion celular de las células SIRC tras la estimulacion con ApsA 100 uM vy
concentraciones crecientes de Ap,A a las 24 y 36 horas de iniciados los tratamientos (*** p <0.001 y **

p < 0.01 vs. control).
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Como podemos apreciar, cuando pre-tr  atamos las célula s con uno de los
dinucledtidos antes del tratam iento con el otro dinucledtido se produce en am bos casos
un incremento en la p roliferacion celular mayor que cuando tratam os las células con
uno de los dinucledtidos solo. Sin embargo, en base a los resultados podriam os definir
que es Ap 3A el princip al efector en la proliferacion celular de las células de 1 epitelio

corneal tras una lesion.

4.11.2.- Estudio de proliferacion d el epitelio corneal med iada por ApsA y Ap;A in
vivo. RT-PCR cuantitativa para CCNE1 y CDK2.

Una vez conocido el efecto que la aplic  acion de los dinucleodtidos tiene en la
proliferacion del epitelio corneal in vitro, estudiamos el efecto que la in stilacion de los
mismos tiene en la tercera etap a del proces o de cicatrizacion corneal, es decir, en la

etapa de proliferacion celular, y la via por la que esto sucede.

Para ello tratam os las corneas co nels iRNA #2 para e 1re ceptor P2Y »y
posteriormente tratamos las lesiones con Ap 4A 0 Ap3A como he mos mencionado en la
seccion de Material y Métodos, y estudiam os la expresion del ARNm para el sistema
CCNEI / CDK2 (com plejo de Ciclina y Quinas a dependiente de Ciclina im plicados en
el paso de la fase G, a S del ciclo celular), en muestras obtenidas a las 24 y 36 horas de

la lesion del epitelio corneal mediante citologia de impresion.

Cuando estudiam os la expresion de CCN E1 y CDK2 tras el tratam iento con
ApsA observamos como a las 24 horas la ex presion para CCNE1 aumenta de form a
significativa en relacion al control, produc iéndose un descenso tam bién significativo a
las 36 horas de la lesion. Cuando estudiam os la expresion del ARNm para CDK2 con
los dos tratam ientos, encontram os que Ap 4A produce un descenso significativo en la

expresion de CDK2 tanto a las 24 como a las 36 horas (Figura 56A y Tabla 26).

El pre-tratam iento con el siRNA #2 pr  oduce un descenso significativo en la
expresion del ARNm para CCNEI a las 24 hor as con respecto al control, encontrando
un gran incremento en la expresion de la misma a las 36 horas, y siendo este incremento

en la expresion de CCNEI m ayor que cuando tratam os las lesiones con Ap 4A solo. En
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el caso de la expresion de CDK2 obs ervamos como el pre-tratamiento con el siRNA #2
revierte la expresion a nive les control transcurridas 24y~ 36 horas de la lesion del

epitelio corneal (Figura 56B y Tabla 26).

Cuando analizam os las diferencias de expresion a las 24 y 36 horas entre el
tratamiento con Ap 4A y el tratam iento con siRNA para P2Y , + Ap 4A, observamos
como estas son significativas (p <0.1 y p <0.01 respecti vamente) para CCNEI1 y que
no existen diferencias significativas para CDK2 en ninguno de los dos periodos de

tiempo.
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Figura 56: Cuantificacion por RT-PCRqg de los niveles de ARNm para CCNEl1 y CDK2 tras el
tratamiento con siRNA para P2Y,. (A) Cuantificacion de la expresion del ARNm para CCNEL en
muestras control y tratadas con ApsA y siRNA + Ap,A a las 24 y 36 horas de la lesidn en relacién al
control. (B) Cuantificacion de la expresion del ARNm para CDK2 en muestras control y tratadas con
Ap,A 'y siRNA + Ap,A a las 24 y 36 horas de la lesion en relacion al control. Los valores relativos de
expresion vienen expresados en tanto por uno en relacion a las corneas control no tratadas (1 + 0 de

expresion) (*** p < 0.001, ** p < 0.01 vs. control).
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TRATAMIENTO ARNm para CCNEI1 ARNm para CDK2
CONTROL 1£0 1£0
Ap4A 100 uM 24 horas 1.28 £0.09 *** 0.74 £ 0.06 ***
Ap,A 100 pM 36 horas 0.73 £ 0.08 *** 0.79 £ 0.04 **
siRNA P2Y, + Ap4A 100 uM 24 horas 0.73£0.15 1.06 £0.09
siRNA P2Y, + Ap4A 100 pM 36 horas 1.65£0.21 *** 0.88 £0.07

Tabla 26: Cuantificacion del ARNm para CCNE1 Y CDK2 a las 24 y 36 horas de la lesion del epitelio
corneal. Lesiones tratadas con ApsA 100 ©M en presencia y en ausencia del siRNA #2 para P2Y, (*** p
< 0.001, **p < 0.01 vs. control).

Por tanto, estos resultad os parecen indicar que Ap 4A via el recep tor P2Y ; esta
involucrado en el proceso de pr oliferacion celular, s obretodo en el inicio de este (a las
24 horas de producida la lesion), pero la  induccién de proliferaci 6n en presencia de 1
siRNA para el receptor P2Y y la potenciacion de la m isma a las 36 horas posteriores a
la lesion cuando el efecto silenciador ha ¢ oncluido, nos indica la presencia de otro

receptor purinérgico implicado en el proceso.

Hasta el momento teniamos la hipdtesis de que era Ap ;A via el receptor P2Y el
encargado en dar la sefial para el inicio de la pr oliferacion cuan do Ap 4A habia
terminado de activ ar la m igracion. Para com probar si esto es cierto, realizam os el
mismo estudio de CCNE1 y C DK2 en lesiones epiteliales in vivo tratadas con ApsA'y
pre-tratando con el siRNA #2 para P2Y ,, siguiendo el mismo procedimiento que para el

tratamiento con Ap4A.

Cuando estudiam os la expresion de CCN E1 y CDK2 tras el tratam iento con
Ap3;A observam os como a las 24 horas de la  lesion la expresion tanto para CCNEI
como para CDK2 aum enta de forma significa tiva en relacion al control, produciéndose
un incremento mayor en la expresion de am bas proteinas a las 36 ho ras posteriores a la
lesion, cuando lo com paramos con la expres i6n de CCNEI y CDK2 en la condicion

control (Figura 57 Ay 57B, Tabla 27).
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El pre-tratamiento con el siRNA #2 pr oduce un descenso en la expresion del
ARNm para CCNEI1 a las 24 horas, en relacion con la condicidon control, mientras que a
las 36 horas posteriores a la lesion los niveles de mRNA para esta proteina perm anecen
elevados aunque por debajo de los valores para Ap ;A solo, mientras que la expres i6n
para CDK2 a las 24 ho ras permanece elevada y en valores s imilares a los encontrados
para el tratamiento con el dinucleotido so lo, disminuyendo estos valores a las 36 horas

de la lesion hasta valor es sim ilares al ¢ ontrol en ausencia de cualquier tratam iento

(Figura 57A y 57B, Tabla 27).

Cuando analizam os las diferencias de expresion a las 24 y 36 horas entre el
tratamiento con Ap 3A y el tratam iento con siRNA para P2Y ,+ Ap 3A, observamos
como estas son significativas (p < 0.01 y p <0.1 respectivam ente) para CCNE1 y, s olo
es significativa la diferencia de expresion para CDK2 a las 36 horas de la lesion (p <
0.001).
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Figura 57: Cuantificacion por RT-PCRq de los niveles de ARNm para CCNEl y CDK2 tras el
tratamiento con siRNA para P2Y,. (A) Cuantificacion de la expresién del ARNm para CCNEL en
muestras control y tratadas con ApzA y siRNA + ApsA a las 24 y 36 horas de la lesién en relacion al
control. (B) Cuantificacién de la expresion del ARNm para CDK2 en muestras control y tratadas con
ApsA y siRNA + Ap;A a las 24 y 36 horas de la lesion en relacidn al control. Los valores relativos de
expresion vienen expresados en tanto por uno en relacion a las corneas control no tratadas (1 # 0 de
expresion) (*** p < 0.001, ** p < 0.01 vs. control).
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TRATAMIENTO ARNm para CCNEI1 ARNm para CDK2
CONTROL 1£0 1£0
Ap;A 100 uM 24 horas 1.29£0,03 1.58 £0.007***
Ap;A 100 pM 36 horas 2.31£0.19 *** 2.08 £0.12 ***
siRNA P2Y, + Ap;A 100 uM 24 horas 0,75 £ 0.03 ** 1.65 £0.07 ***
siRNA P2Y, + Ap;A 100 pM 36 horas 1.85 £0.07 *** 0.91£0.10

Tabla 27: Cuantificacion del ARNm para CCNE1 Y CDK2 a las 24 y 36 horas de la lesion del epitelio
corneal. Lesiones tratadas con ApsA 100 M en presencia y en ausencia del siRNA #2 para P2Y, (*** p

< 0.001, **p < 0.01 vs. control).

Estos resultados indican que Ap 3A estd involucrado en el proceso de
proliferacion celular, siendo m s importante su papel en la proliferacion a las 36 horas
de generarse la lesion, aunque el pre-tratamiento con el si RNA para el receptor P 2Y;
disminuye la proliferacion provocada por este dinucledtido, si endo este descenso
maximo a las 36 horas posteriores a la lesion cuando el efecto silenciador del siRNA ha
desaparecido. Esto nos indica que Ap 3A puede estar realizando su efecto proliferativo

via los receptores purinérgicos P2Y, y P2Ys.

En conclusion, todo esto parece in  dicar qu e tanto el recep tor P2Y ; como el

receptor P2Y estarian involucrados en el proceso de proliferacion celular.
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5.- DISCUSION

5.1.- EFECTO DE LOS DINUCLEOTIDOS EN EL PROCESO DE MIGRACION
DEL EPITELIO CORNEAL. RECEPTORES PURINERGICOS IMPLICADOS.

El ojo es el 6rgano responsable de la deteccion de luz y esta especializado en la
fotorrecepcion, es decir, en la transmision de la energia luminica detectada hacia las
células nerviosas especializadas de la retina, que generan potenciales de accion, que
trasmitidos por el nervio optico, llegan al cerebro donde la sefial es procesada y la

imagen generada.

Para que la luz detectada llegue sin alteraciones a la retina, es necesario que los
medios oculares y por consiguiente la cornea (zona mas superficial del 0ojo) mantenga su
transparencia. Esta transparencia se mantiene gracias a la regularidad y organizacion del

epitelio subyacente, a la avascularidad y a la buena hidratacion del estroma.

Cuando la cornea sufre una alteracion, por ejemplo, una lesion epitelial debida a
la entrada de un cuerpo extrafio, las propiedades refractivas de esta se ven modificadas y
por tanto la capacidad de transmision de la sefial luminica a los conos y bastones de la
retina. Es por ello imprescindible una rapida regeneracion del epitelio normal, no solo
para mantener las propiedades opticas de la cornea, sino también para evitar la invasion

de bacterias u otros microorganismos en partes internas del ojo.

Uno de los procesos fisiologicamente relevantes regulados por los nucleotidos es
la produccion de lagrima. Tanto los nucle6tidos como los dinucledtidos de adenina son
componentes naturales de este fluido y pueden ser liberados al medio extracelular por
rotura de las células o transportados junto a ATP (Crooke et al., 2008). Ademas es
interesante tener en cuenta que los nucledtidos presentes en la lagrima son de gran
interés, debido a la presencia de receptores purinérgicos tanto en la cornea como en la

conjuntiva (Guzman-Aranguez et al., 2007).
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Esto nos ha llevado a estudiar el papel que estas sustancias pueden desempefiar
en el epitelio corneal, y mas concretamente la funcion que realizan cuando se lesiona

este.

En trabajos preliminares realizados en conejos vivos (Pintor et al., 2004a), donde
el epitelio corneal se lesiona con n-heptanol, la presencia de nucledtidos en la lagrima
sugiere un papel importante de estos en el proceso de re-epitelizacion corneal, ya que la
instilacion topica de ciertos nucledtidos y dinucledtidos (UTP y ApsA) reducia el
tiempo de re-epitelizacion corneal cuando se comparaba con lesiones control. Si los
dinucledtidos son capaces de inducir secrecion lagrimal (Pintor et al., 2002b), ;Pueden
facilitar la re-epitelizacion de forma directa o existen otros componentes en la ldgrima y
son estos ultimos los responsables de la aceleracion de la re-epitelizacion? El problema
de trabajar con animales vivos plantea limitaciones como son la imposibilidad de
estudiar en profundidad los mecanismos moleculares que subyacen en el proceso de re-
epitelizacion corneal. Es por ello, que en este trabajo hemos pasado a un modelo de

cultivo celular de epitelio corneal de conejo.

Cuando generamos lesiones en las monocapas de células del epitelio corneal, y
aplicamos los distintos nucledtidos y dinucledtidos, estos se comportan de manera
diferente segun la cadena de fosfatos que une las dos moléculas de adenosina. Como
ocurre in vivo, ApsA, ATP y UTP tienen la capacidad de acelerar la velocidad de re-
epitelizacion, mientras que ApsA, ApsA y UDP realizan el efecto opuesto, es decir,
producen un retardo en el proceso de cicatrizaciéon. Ademas, otros nucleotidos, tales
como ADP o Up4U no modifican el proceso de re-epitelizacion cuando los comparamos

con un control.

Este hecho ya aclara una de las dudas, los nucle6tidos re-epitelizan directamente
y no mediante la estimulacion de la secrecion lagrimal ni con la aparicion de EGF

(Tripathi et al., 1990).

Para conocer que receptores purinérgicos son los implicados en esta diversidad
de respuestas, realizamos ensayos de migracion celular pre-tratando las células con los

antagonistas conocidos (Suramina, PPADS y RB-2). En base a los estudios
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farmacologicos (perfil de aceleracion: ApsA > UTP > ATP, y perfil de retardo: ApsA >
Aps;A = UDP), y conociendo que Suramina es el antagonista mas efectivo para revertir
el efecto de aceleracion de la migracion provocado por ApsA, y que tanto PPADS como
RB-2 potencian el efecto retardante de la migracion de ApsA, puede estar justificada la
activacion de diferentes subtipos de receptores P2Y (Mediero et al., 2006). Esta claro
que la farmacologia de los receptores P2 es bastante complicada debido a la ausencia de
antagonistas selectivos para cada subtipo de receptor, y es por ello que la idea de que
subtipo de receptor esta implicado en uno u otro proceso viene dada mediante el
comportamiento de los diferentes agonistas. Sin embargo, debemos tener en cuenta que
la existencia de receptores P2 metabotrdpicos en el proceso de re-epitelizacion corneal
ya ha sido descrito anteriormente por otros grupos (Yang et al., 2004; Klepeis et al.,
2004; Weinger et al., 2005). La presencia de los receptores P2Y,, P2Y4 y P2Y;; en la
superficie de las células epiteliales corneales, esta claro desde un punto de vista
farmacoldgico. Sin embargo, existe controversia sobre la presencia de receptores P2Y
0 P2Y, aunque, el ensayo de UDP junto con la el ensayo de la actividad hexoquinasa,
sugieren la presencia del receptor P2Y en este tipo de células (Yang et al., 2004). En
este mismo periodo de tiempo se llevaron a cabo estudios de inmunolocalizacion de
receptores P2Y en el ojo de rata (Pintor et al., 2004c), revelando la presencia de
receptores P2Y, P2Y,, P2Y4 y P2Y en el epitelio corneal. Ademas, se ha localizado el
receptor P2Y, en el epitelio corneal tanto en conejo como en mono (Cowlen et al.,

2003).

El perfil farmacolédgico descrito para los compuestos que aceleran la velocidad
de migracion (ApsA, ATP y UTP), se ajusta bastante bien al descrito por Lazarowski et
al., (1995) cuando en estudios realizados en cé¢lulas de astrocitoma humano (1321N1)
transfectadas con el receptor P2Y,, observa que ApsA es capaz de activar a este receptor
de forma muy similar a como lo hacen ATP y UTP. Ademas, si observamos los
comportamientos dosis-respuesta obtenidos para los tres compuestos, vemos como tanto
ApsA como UTP tienen un comportamiento sigmoide mientras que ATP tiene un
comportamiento en forma de campana. Este comportamiento obtenido para ATP se
corresponde integramente con el comportamiento observado por Klepeis et al., (2004)
tanto en células de epitelio corneal de conejo como en células de una linea inmortal

humana (HCE-T), donde la exposicién a bajas concentraciones de ATP producen el
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maximo incremento en la movilidad celular, concluyendo estos autores que en la
aceleracion del proceso de migracion celular estan involucrados receptores de tipo P2Y>
y P2Y, (Weinger et al., 2005), siendo el receptor P2Y; el involucrado principalmente en
el efecto de ATP. Patel et al., (2001) también confirman que ApsA es el agonista
dinucleotidico mas efectivo en la activacion del receptor P2Y, en distintos sistemas
(oocitos de X.laevis y astrocitos entre otros), y evidencian el efecto selectivo por este
receptor ya que tratamientos con toxina pertusica (evita la union de las proteinas G a los

receptores de membrana) no afectan a la respuesta de ApsA.

Un perfil P2Y, similar ha sido previamente descrito para los procesos de re-
epitelizacion corneal y secrecion lagrimal, pero la limitacion del trabajo con animales
vivos no habia permitido obtener conclusiones relacionadas con aquellos compuestos

con la capacidad de frenar la migracion celular (Pintor et al., 2004a).

Con el empleo de células epiteliales corneales en cultivo, ha sido posible
detectar algunos dinucleétidos que producen un retraso en el proceso de migracion
celular (ApsA, ApsA y UDP). Este resultado, junto con el estudio con mononucledtidos
ha sido fundamental para generar un perfil de los compuestos que reducen la velocidad
de re-epitelizacion corneal. Este perfil es el siguiente: ApsA > ApsA = UDP, y sugiere
la presencia de un receptor purinérgico P2Y,. Este perfil se corresponde con el descrito
por Patel et al., (2001), donde demostraron que en estudios realizados con diadenosina
polifosfatos y el receptor P2Y expresado de forma heterdloga en células 1321N1, tanto
Ap;A como ApsA son agonistas de este subtipo de receptor P2Y, aunque la
concentracion requerida para la estimulacion del receptor sea mayor que la necesaria
para su mejor agonista, el UDP. Recientemente, el disefio de nuevas moléculas de
dinucledsido polifosfatos en las cuales se unen dos unidades de uridina con un nimero
variable de fosfatos (Up,U), ha demostrado que alguno de ellos son efectivos en parte
en la activacion del receptor P2Ys (Pendergast et al., 2001). En trabajos previos
(Communi et al., 1996; Nicholas et al., 1996b) se demostraba que el agonista efectivo
para el receptor era P2Y; era el nucleotido UDP, y que ni UTP ni los dinucledtidos de
adenina eran capaces de activar este receptor. Nosotros hemos demostrado que tanto

ApsA como ApsA son capaces de activar este receptor en el epitelio corneal de conejo
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lesionado, con una potencia similar a la de UDP, lo que contradice la idea de que el

receptor P2Y sea un receptor de tipo pirimidinoceptor sensible a UTP y UDP.

Por lo tanto, farmacoldgicamente podemos definir dos perfiles de activacion de
receptores en las células del epitelio corneal de conejo en cultivo tras la incubacion del
mismo con los dinucle6tidos, una activacion del receptor P2Y, causante de la
aceleracion de la migracion del epitelio, y un receptor P2Y, implicado en el proceso
opuesto. Lo que habia que comprobar, una vez definido esto, era si los efectos
observados eran debidos a los propios dinucle6tidos ensayados, o si por el contrario
eran causados por algun producto de degradacion de los mismos. Estos dinucleétidos de
adenina se degradan mediante ectonucleotidasas en una cascada de diversos pasos
catabdlicos cuyos productos son los distintos adenosina 5 fosfatos y el AMP (Miras-
Portugal et al., 1999; Zimmerman, 2000; Rotllan et al., 2002) en cuyo ultimo término
dan lugar a la molécula de adenosina. Todos los productos derivados del catabolismo de
los dinucledtidos (por ejemplo ATP, ADP y adenosina) son fisiolégicamente activos,
por eso era de especial interés conocer si existia degradacion de estos dinucledtidos tras
el proceso de incubacion de los cultivos lesionados. En este trabajo hemos estudiado
esta degradacion analizando los sobrenadantes celulares mediante cromatografia liquida
de alta presion (HPLC). El estudio mediante HPLC es una técnica extremadamente util
para determinar la especificidad de sustrato y los productos de reaccion de las
ectoenzimas para los dinucledtidos. La lectura de la absorbancia a una longitud de onda
de 260 nm permite detectar todos los dinucleotidos de adenina asi como sus productos
de degradacion, siendo los protocolos de HPLC en fase reversa con par idnico (el que
nosotros empleamos) uno de los métodos mas ampliamente empleados para el estudio
de degradacion de estos compuestos en distintos tipos celulares (Ogilvie et al., 1989;
Rodriguez-Pascual et al., 1992; Pintor et al., 1992a; Picher y Boucher, 2000). En base a
nuestros resultados de HPLC, nosotros no observamos ningtn tipo de hidrdlisis de los
dinucledtidos testados (ApsA y ApsA) (Figura 22), con lo cual estamos seguros de que
los efectos de aceleracion y retardo de la migracion epitelial observados in vitro son a
causa del efecto directo de de los dinucle6tidos y no de alguno de sus productos de

hidrolisis.
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Este efecto dual de los diadenosina polifosfatos (activacion del receptor P2Y,
via ApsA y activacion del receptor P2Y via ApsA y ApsA) puede tener implicaciones
fisiologicas en el tejido intacto. El proceso de re-epitelizacion corneal se lleva a cabo
principalmente en tres fases: fase de latencia (fase 1) (entre las 4 y 6 horas posteriores a
la lesion y donde se produce una reorganizacion de la célula para dar lugar a la siguiente
fase del proceso), fase de migracion (fase 2) (dura hasta las 24 y 36 horas del inicio de
la lesion y en ella se produce el desplazamiento de las células del margen de la lesion
para cubrir el hueco dejado) y fase de division celular (fase 3) (puede llevar hasta varios
meses, ya que las células madre del limbo esclero-corneal comienzan a dividirse y
desplazarse, y la proliferacion de las células epiteliales dura hasta que el grosor del
epitelio normal se ha recuperado) (Steele et al., 1999; Suzuki et al., 2003). En el epitelio
corneal en corneas intactas, los receptores que facilitarian la migracion celular (fase 2
del proceso de re-epitelizacion) serian los receptores P2Y, (Pintor et al., 2004a). Es
necesario tener en consideracion que en el modelo celular que empleamos, la fase de
latencia (fase 1) estd reducida. Esta reduccion es porque las células no requieren realizar
los mecanismos celulares que se producen en esta fase cuando se trata de corneas
intactas. En la cornea in vivo los leucocitos polimorfonucleares eliminan las células
necroéticas del margen de la lesion, mientras que las anclajes en hemidesmosomas entre
la membrana basal y las células basales desaparece (Steele et al., 1999; Suzuki et al.,
2003). Todos estos fendmenos no ocurren en cultivo puesto que solo tenemos una
monocapa de células epiteliales. Por el contrario, la activacion de los receptores P2Y¢
puede que sea critica para detener la fase de migracion y dar inicio a la fase de division
celular (mitosis, fase 3). Lo que si es cierto, es que no tenemos ninguna evidencia sobre
el papel del receptor P2Ys que confirme este hecho, pero no seria descabellado pensar
en los receptores P2Y, y P2Y¢ como en “interruptores” que controlarian la fase 2 y 3 del

proceso de re-epitelizacion corneal.

Si tanto ApsA como ApsA se encuentran juntos de forma natural en la lagrima
de conejo (Pintor et al., 2002a), ;Cémo podriamos explicar la hipotesis de la actuacion
de los receptores P2Y; y P2Ys como interruptores para controlar las fases 2 y 3 del
proceso de cicatrizacion celular? Considerando que ApsA acelera la migracion y que
ApsA lo opuesto, si estas acciones se llevan a cabo conjuntamente, no observariamos

ningun efecto aparente en la cicatrizacion de lesiones corneales in vivo. Sin embargo, un

238



Discusion

estudio detallado de la concentracién de ambos dinucleo6tidos en la lagrima de conejo,
indican que la concentracion de ApsA es cinco veces mayor que la de ApsA (3 uM para
ApsA 'y 0.6 uM para ApsA). Teniendo en cuenta estos valores y los resultados de los
ensayos de concentracion-respuesta, el efecto predominante es el llevado a cabo por

Ap4A.

Otro punto interesante relacionado con el previo, es conocer si los valores de
ambos dinucledtidos varian tras una lesion corneal. Experimentos in vivo realizados en
nuestro laboratorio han demostrado que los niveles de ApsA y de ApsA se reducen de
forma significativa tras la lesién y que se recuperan a las 10 horas (Figura 23 para ApsA
y resultado no mostrado para ApsA). Bajo condiciones experimentales, aunque las
concentraciones de ApsA y de ApsA se reducen, mantienen la proporcion entre las
respectivas concentraciones que se producen en la lagrima en condiciones normales (3
UM para ApsA 'y 0.6 uM para ApsA, ratio 5:1). Ademas, estos niveles permanecen bajos
durante la fase de latencia y aumentan en el periodo de migracion, hasta las 32 horas
post-lesion aproximadamente, manteniendo la proporcion 5:1 para ApsA:ApsA, lo que
sugiere que los dinucleotidos estdn implicados en esta fase de migracion, y siendo
prevalente ApsA. Por eso el efecto global que observamos tras una lesion del epitelio

corneal es el incremento en la velocidad de migracion.

Como ya hemos mencionado, no existen antagonistas efectivos para demostrar la
participacion de los distintos subtipos de receptores purinérgicos P2 en los procesos
celulares (von Kugelgen, 2006). Esto nos lleva a tener que identificar los mismos
mediante el empleo de agonistas, lo cual, muy frecuentemente, nos conlleva resultados
contradictorios cuando estudiamos aparentemente el mismo receptor en distintos tejidos
(Burnstock, 2006). En nuestro caso, experimentos previos establecian que la aplicacion
de ApsA a una lesion corneal tanto in Vivo como in vitro, producia un aumento en la
velocidad de migracion (Pintor et al., 2004a; Mediero et al., 2006). En estos momentos
solo se podia sugerir la presencia y participacion del receptor P2Y; debido a los perfiles

farmacolégicos.

Es por ello que decidimos abordar el proceso acelerador de la migracion de

ApsA / P2Y, mediante la tecnologia del ARN de interferencia (RNAi). El
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silenciamiento de la expresion de genes, con el descubrimiento de los siRNA (ARN
interferente de pequefio tamafo), se ha convertido en un abordaje muy atractivo para
entender el papel de las proteinas en la bioquimica y en la fisiologia de los tejidos
(Wadhwa et al., 2004), sin la necesidad de disenar animales transgénicos y ha permitido
tratar diversas patologias (Watanabe et al., 2007; Dore-Savard et al., 2008; Zhao et al.,
2008). El ojo es un tejido relativamente aislado por lo que se convierte en una diana
excelente para la terapia génica (Bumcrot et al., 2006; Campochiaro, 2006; Mediero et
al., 2009). Los siRNA han sido empleados en modelos animales de forma satisfactoria
donde la inyeccion de los mismos en el vitreo difunde de forma rapida hacia el resto de
estructuras oculares y es detectado durante al menos cinco dias (Shen et al., 2006). Esto
permite un silenciamiento de un gen a nivel local con muy pequenas posibilidades de
silenciar el mismo gen fuera del ojo, reduciendo por tanto los efectos remotos en otros

tejidos.

Se disefiaron dos secuencias de siRNAs a partir de la secuencia de ADNc
clonada por parte de la Dra. Almudena Crooke para el receptor P2Y, de conejo. La
eficiencia de transfeccion y el silenciamiento del gen se confirmo en la linea celular
SIRC. P2Y; siRNA # 2 producia un claro descenso en la produccion de proteina como
se observaba en los estudios de inmunocitoquimica realizados. Ademds, tanto la
secuencia P2Y; siRNA # 1 como la secuencia P2Y; siRNA # 2 producian una reduccion
en la velocidad de migracion del epitelio lesionado y tratado con ApsA. Estos resultados
confirman el efecto especifico sobre la diana de los siRNA para el receptor P2Y,
elegidos. Tenemos que tener en cuenta que de estos dos siRNA elegimos el P2Y,
siRNA # 2 para los estudios in vivo debido a su mayor capacidad de reduccion de la
migracion. Para conseguir un silenciamiento efectivo con un siRNA en modelos de
experimentacion in Vvivo, es critico el disefio especifico de los mismos y ademas la
eleccion de la ruta de aplicacion. De entre las rutas oculares de administracion, hemos
elegido la administracién topica, porque nuestro tejido diana (cornea), es el mas externo
y no necesitamos una técnica invasiva para que el siRNA acceda a ella. Debido a las
caracteristicas protectoras de la cornea, realizamos diversas instilaciones consecutivas, y
no fuimos capaces de observar ninguna anomalia en la misma como consecuencia de

estas administraciones seriadas.
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La eficiencia del silenciamiento del receptor P2Y; se ha confirmado en animales
vivos mediante el empleo de RT-PCR cuantitativa (RT-PCRq) e inmunocitoquimica.
Ademés, la reduccion en ARNm y proteina descarta la posibilidad de actuacion de un
mecanismo relacionado con miRNA (microRNA) (Jackson y Linsley, 2004; Behlke,
2006).

Nuestros resultados también nos indican que tras una lesion del epitelio corneal,
el tratamiento de las mismas con ApsA, encontramos un marcaje para el receptor P2Y,
algo inferior que en las lesiones control. Como ocurre para otros agonistas (por ejemplo
la insulina o cualquier otra hormona) (McArdle et al., 1999; Borgland, 2001;
Spampinato et al., 2007), cuando ApsA se une a su receptor P2Y, en la superficie
celular, el complejo ApsA-P2Y, es endocitado y atacado por las enzimas lisosomales
intracelulares. La internalizacion de las moléculas de ApsA-P2Y, mantiene una ruta de
degradacion del dinucle6tido asi como una regulacion del numero de los sitios de union
disponibles en la membrana celular. El ratio de sintesis de nuevos receptores dentro del
reticulo endoplasmatico y la inclusion en la membrana plasmatica no mantiene el ritmo
de degradacion, y con el tiempo, esta pérdida de receptores P2Y, reduce las células

diana sensibles a la elevada concentracion de ApsA.

Como ya sabemos, el proceso de cicatrizacion corneal in vivo se produce en tres
etapas: fase de latencia (hasta las 10 horas posteriores a la lesion), fase de migracion
(hasta las 24 — 36 horas posteriores a la lesion) y fase de proliferacion o de division
celular (dura de semanas a meses) (Steele, 1999). Como solo nos hemos centrado en el
estudio del efecto del siRNA para el receptor P2Y; en a en la fase de migracion, solo
nos interesan los eventos que se producen hasta las 36 horas posteriores a la lesion,

periodo de tiempo en el cual nuestro siRNA es efectivo.

Otros autores han empleado la tecnologia del siRNA para silenciar la expresion
del receptor P2Y, para conocer el papel bioquimico de este receptor. Por ejemplo
Arthur et al., (2005) han descrito la participacion de P2Y;, como receptor morfogénico
capaz de potenciar la sefalizacion neurotréfica en el desarrollo neuronal. Y no solo se
ha empleado la estrategia silenciadora de los siRNA para silenciar el receptor P2Y>,

sino que también se ha utilizado para silenciando dianas de la cascada, estudiar la
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implicacion de este subtipo de receptor purinérgico en esa cascada. Taboubi et al.,
(2007) han estudiado como la activacién del receptor P2Y, esta acoplada de forma
negativa a la movilidad de los queratinocitos mediante el silenciamiento de la proteina
Goa(q/11). Estos autores observaron que la activacion del receptor purinérgico mediante
ATP en los queratinocitos tiene un efecto antimigratorio, revelando que en los
queratinocitos humanos el papel que le receptor P2Y, ejecuta en la migracion es el
opuesto al efecto que nosotros hemos visto en la migracion del epitelio corneal de
conejo tanto in vivo como in vitro. En el epitelio de la glandula salival, el silenciamiento
de la expresion del receptor de EGF evita la sobreregulacion de VCAM-1 cuando P2Y,
es activado por UTP, lo que sugiere la participacion de P2Y; en la expresion de VACM-
1 y en la unidn a linfocitos, una de las vias relevantes en la inflamacién asociada con el
Sindrome de Sjogren (Baker et al., 2008). Ademas de estos estudios, el silenciamiento
del receptor P2Y, se ha empleado para demostrar los cambios en el ARNm de este
receptor tras los tratamientos con agonistas del receptor P2X; (D'Alimonte et al., 2007).
En otros casos, el silenciamiento de receptores P2Y ha sido una herramienta eficaz para
demostrar la hetero-oligomerizacion de P2Y; y P2Y; necesaria para la internalizacion
de P2Y;; (Ecke et al., 2008), y para demostrar el papel del receptor P2Y;y como
receptor dual de fosfolipidos (Murakami et al., 2008).

La demostracion de la presencia y de la participacion del receptor P2Y; en el
proceso de cicatrizacion corneal permitira desarrollar compuestos para el tratamiento de
las lesiones corneales y incluso para la reparacion corneal tras los tratamientos con
cirugia refractiva. Esta claro que compuestos estables y selectivos son necesarios para
producir un proceso de cicatrizacion corneal sostenido y positivo. Esto es incluso mas
relevante si tenemos en cuenta la presencia de enzimas que degradan los nucleotidos en
la superficie ocular y la presencia de receptores P2 con la capacidad de frenar el proceso
de re-epitelizacion corneal (Jumblatt y Jumblatt, 1998). En este contexto, ya hemos
demostrado que tras la incubacion de las células con ApsA (e incluso en presencia de
Suramina), el analisis por HPLC de este en el sobrenadante, no revela indicios de
hidrolisis, y la presencia de este en concentracion cinco veces superior a la de ApsA
(uno de los dinucleotidos que frenan la migracion), nos reflejan en tltimo grado, que la
activacion directa del receptor P2Y, por el dinucledtido ApsA, es el candidato idoneo

como tratamiento farmacologico de las lesiones corneales.
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En resumen, los diadenosina polifosfatos realizan un papel dual en las células
del epitelio corneal. Por un lado, ApsA es capaz de aceleran la velocidad de migracion,
mientras que ApsA y ApsA frenan dicho proceso. Se necesita realizar mas trabajo para
comprender el entrecruzamiento entre estas dos acciones descritas. El clonaje y
posterior disefio del siRNA para el receptor P2Y; ha permitido demostrar la implicacion
de este receptor en un proceso tan importante como la cicatrizacion corneal. Esto
demuestra que el empleo de siRNA para silenciar proteinas es una herramienta
interesante en el caso de los receptores donde no existen antagonistas selectivos para

probar su participacion en los procesos bioquimicos y fisiologicos.

5.2.- IMPLICACION DE LAS RUTAS INTRACELULARES DE MAPK Y DEL
CITOESQUELETO DE ACTINA EN LA ACELERACION DE LA MIGRACION
VIiA ApsA / P2Y,.

En relacion a los sistemas de segundos mensajeros implicados en la transduccion
de la senal tras la activacion de estos receptores purinérgicos, parece claro que tanto la
movilizacion de Ca®" intracelular (Suzuki et al., 2003; Klepeis et al., 2004; Weinger et
al., 2005) como la activacion de la cascada de las MAPQuinasas (Yang et al., 2004) son
las involucradas. Por otro lado, esté clara la participacion del citoesqueleto de actina en
el movimiento celular (Ridley, 2003). Segtin los ensayos realizados por Weinger et al.,
en 2005, los receptores implicados en la migracion del epitelio corneal estan implicados
los receptores P2Y, y P2Y4, activando las rutas intracelulares mencionadas. Estos
resultados concuerdan con el efecto de ApsA, UTP y ATP descrito, que indica la
activacion de un receptor del subtipo P2Y,. Por tanto, nos decidimos estudiar la
activacion de estas rutas intracelulares en nuestro modelo de migracion del epitelio

corneal.

Para poder llevar a cabo estos ensayos, necesitdbamos un volumen celular que
con los cultivos primarios de epitelio corneal no éramos capaces de obtener. Por eso

decidimos saltar a una linea establecida de epitelio corneal de conejo (SIRC).

Lo primero fue comprobar si realmente esta linea se comportaba de la misma

manera que las células epiteliales obtenidas de la cérnea de un animal vivo. El
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comportamiento de la migracion tras los tratamientos con ApsA y Aps;A, tanto en
presencia como en ausencia de los diversos antagonistas testados, en las células de la
linea establecida y en los cultivos primarios es practicamente igual (ver Resultados), lo
que nos permitié realizar todos los experimentos subsecuentes en la linea SIRC de
epitelio corneal, estando seguros de que el comportamiento va a ser extrapolable al del

epitelio corneal en cultivo primario.

Comenzamos estudiando la participacion de las rutas de MAPK ERK1/2 y del
citoesqueleto de actina RhoA / ROCK-I en la aceleracion de la migracion activado por
Ap4A, para posteriormente corroborar la participacion de estas proteinas estudiando los
niveles de las mismas tratadas con antagonistas e inhibidores para receptores P2,
ERK1/2 y ROCK-I. De las dos isoformas de ROCK existentes, hemos estudiado la
activacion de ROCK-I porque SundarRaj et al., en 1998 observaron la presencia de esta
isoforma en el epitelio corneal y vieron que la marcada presencia en la transicion limbo-

epitelio indicaba el papel fundamental de ROCK-I en diversas funciones epiteliales.

A nivel de migracidn, los resultados presentados muestran que el bloqueo de las
dos rutas intracelulares (ERK1/2 y ROCK-I) con sus correspondientes inhibidores,
reduce de forma significativa la habilidad de ApsA de incrementar la velocidad de

migracion.

La regulacion del citoesqueleto de actina se lleva a cabo mediante la activacion
de la familia de las GTPasas Rho, constituida por tres miembros: cdc42, Rac y Rho,
todas ellas selectivamente activadas por factores de crecimiento y neurotransmisores
(Ridley, 2001). Cada uno de los miembros de esta familia, regula el citoesqueleto de
actina de una manera distinta, siendo la formacion de filopodios debida a cdc42, la
sintesis de lamelipodios via Racl y la formacion de fibras de estrés y de adhesiones
focales via RhoA, siendo todos ellos muy importantes en la cicatrizaciones de lesiones
(Desai et al., 2004), aunque parece ser esta ruta de RhoA / ROCK-I la que controla
mayoritariamente el proceso, ya que el tratamiento con Y27632 produce una rapida
desorganizacion de los haces de fibras marginales (Omelchenko et al., 2003). En las
células en migracion tanto cdc42 como Racl se sitian en el frente de las células

dirigiendo la direccion de la migracion, mientras que RhoA se distribuye en el citosol
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teniendo un papel clave en el recambio de las adhesiones de las células a la matriz
extracelular y en la reorganizacion de los microtibulos entre ellos (Watanabe et al.,
2005). Por ello, es razonable pensar que el incremento en la velocidad de migracion
inducido por ApsA via el receptor P2Y; esté unido a la activacion de la ruta intracelular
de RhoA / ROCK-I, puesto que se ha demostrado que esta via intracelular esta unida a
los cambios de contractilidad celular producidos por el citoesqueleto de actina (Sander
et al., 1999). La confirmacion de este dato ha sido llevada a cabo mediante el empleo de
compuestos que inhiben la via de sefializacion tales como PAO (inhibidor de RhoA al
unirse a la region de intercambio de nucledtidos), Y27632 (inhibidor a nivel de ROCK-
I) ML7 (inhibidor de la MLCK) y —(-)Blebbistatina (inhibe la miosina 2), lo que evita
de forma significativa el efecto pro-migratorio de ApsA, siendo tan relevante el proceso
inhibido que se conduce incluso a la muerte celular, como es el caso de PAO y ML7.
Cuando se estimulan las células con ApsA en presencia de un agonista de la ruta
(Profilina) nos deja un incremento en la velocidad de migracién inferior al encontrado
cuando tratamos las células del epitelio corneal con ApsA solo. Esto es debido
probablemente a que cuando incubamos las células con esta proteina, ocupamos los
sitios de unidén en la ruta de RhoA / ROCK-I, y por eso el tratamiento posterior con
ApsA no es capaz de acelerar la migracion en el mismo nivel que el tratamiento de
ApsA solo, porque los sitios a los que debe unirse ya estan ocupados por PTD4-Pfnl.
Ademas, parece claro que las rutas de activacion del citoesqueleto de actina via cdc42 y
Racl también estarian implicadas, puesto que no se abole totalmente la migracion

cuando inhibimos la ruta RhoA / ROCK-I, pero esta ultima seria la ruta principal.

No solo hemos confirmado la implicacion de estas proteinas en la migracion de
epitelio corneal lesionado en base a estudios farmacologicos, sino que el estudio (por
Western Blot) de la activacion de ROCK-I ha confirmado la implicacion de esta via
intracelular. Cuando tratamos las células con ApsA se produce un incremento en la
fosforilaciéon de ROCK-I el cual es revertido cuando pre-tratamos con suramina para
bloquear el receptor P2Y;,, confirmando por tanto la participacion de esta ruta en la
activacion de la migracion celular via ApsA / P2Y,. Ademas, la activacion de RhoA /
ROCK-I por ApsA / P2Y, se confirma con el estudio de fosforilacion de MLC-2,
sustrato de ROCK-I.
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Este no es el tinico caso en el cual los receptores purinérgicos estan acoplados a
la activacion de RhoA / ROCK-I en la cornea. En el endotelio corneal bovino, se ha
visto que la activacion del receptor P2Y, via ATP, para mantener la integridad de la
barrera endotelial, produce la defosforilacion de MLC tanto en células en reposo como
en células activadas por trombina, produciendo la regulacion negativa del eje ROCK-
MLCP (Satpathy et al., 2005), resultados opuestos a lo observado por Somlyo y Somlyo
en 2003, donde la activacion de P2Y; via ATP produce la fosforilacion de MLC via
rutas sensibles a Ca®" y a la activacion de PKC. Harvey et al., en 2004 han demostrado
que durante el proceso de cicatrizacion de lesiones del estroma corneal humano, tanto
citoquinas enddgenas como factores de crecimiento modulan la sefializacion de RhoA /
ROCK-I, fundamental para la adquisicion del fenotipo de miofibroblasto, y como
ROCK orquesta de forma reciproca la sintesis de mediadores celulares (por ejemplo

TGFB-2, PDGF-D, etc) y la respuesta celular a FGF, HGF y ET.

En otros sistemas, se ha visto que tanto ATP, UTP como UDP son capaces de
traslocar RhoA a la membrana de miocitos aorticos (de forma similar a como lo hacen
otros agonistas acoplados a proteinas G como norepinefrina y trombina), produciendo la
activacion de esta y la formacion de filamentos de actina organizados (Sauzeau et al.,
2000), por la activacion de receptores P2Y;, P2Y,, P2Y4 y P2Y¢. Por otro lado, se ha
estudiado la expresion de receptores P2 en las células madre hematopoyéticas humanas,
encontrando que ATP y UTP juegan un papel pivotante en la regulacion de este tipo
celular y del resto de células del sistema inmune, siendo UTP capaz de de favorecer la
migracion celular gracias a la activacion de la cascada de Rho GTPasas (Rossi et al.,
2007). Ademas, la activacion de receptores P2Y aceleran la permeabilidad del endotelio

vascular viendo que esto es debido a la fosforilacion de MLC (Tanaka et al., 2005).

Los receptores P2Y estan acoplados de manera habitual a la via de la PKC /
PLC. Diversos trabajos han identificado la participacion de la cascada intracelular de
sefalizacion de PKC / PLC en la migracion celular en diversos tipos celulares, asi como
en la progresion de tumores (Ando et al., 1993; Itoh et al., 2001; Koivunen et al., 2004).
asi como acoplados a la activacion de ROCK (Street et al., 2006). Por ello hemos
estudiado la implicacion de PKC / PLC tanto en el proceso de migracion como en la

activacion de ROCK-I cuando tratamos las lesiones con ApsA. En el proceso de
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migracion hemos encontrado un notable descenso en la misma cuando pre-tratamos con
inhibidores de PKC y PLC, datos que confirman los resultados de un trabajo previo
realizado in vivo (Pintor et al., 2004a) donde se demostré que la migracion en las
lesiones corneales producidas en corneas de conejo era bloqueada por Estaurosporina,
un inhibidor de PKC. El estudio de la activacion de ROCK-I, nos confirma la
participacion de PKC / PLC ya que al tratar las células lesionadas con los inhibidores de
estas proteinas se produce un significativo descenso en la activacion del citoesqueleto
de actina, lo que sugiere que el receptor P2Y, puede activar la ruta clésica de activacion

de PLC y PKC, y esto estaria conectado con la activacién de RhoA / ROCK-I.

Ademas, los receptores P2Y, presentes en las células del epitelio corneal pueden
activar la cascada de las MAP Quinasas como hemos demostrado tanto a nivel de
migracion, donde hemos visto que el pre-tratamiento con U0126 abole el efecto
acelerador de Aps4A, como a nivel de expresion de la proteina pERK1/2, donde la
tirfostina AG1478 o el inhibidor de MEK U0126, evitan la fosforilacion de ERK1/2
(Ahmad et al., 2004; Delicado et al., 2005), lo que implicaria que la activacion de los
receptores P2Y, estaria relacionada con la activacion de la ruta intracelular de ERK1/2
via la transactivacion de un receptor tirosin quinasa tales como los receptores para EGF

(Pintor et al., 2004; Yang et al., 2004).

Estos resultados vienen abalados por lo descrito por Weinger et al., en 2005, que
han observado que el tratamiento con nucleotidos extracelulares (ATP y UTP) activa
receptores P2 que inducen respuestas iniciales que se producen al poco de causarse la
lesion en el epitelio corneal, y también activan respuestas a largo plazo, activando entre
otras la via de ERK1/2. Estos mismos autores (Klepeis et al., 2004) han estudiado la
transactivacion con el receptor EGFR, viendo como el tratamiento con tirfostinas inhibe
el efecto pro-migratorio de ATP en las células epiteliales (lo que confirma nuestra
hipotesis de activacion de rutas intracelulares via P2Y;). Otros trabajos corroboran la
activacion de ERK1/2 en el proceso de migracion celular en la cornea activada por otros
agonistas. Se ha visto que en la diabetes, la migracion del epitelio corneal estd alterada,
y que el tratamiento con insulina de lesiones del epitelio corneal humano en cultivo
producen una aceleracion del proceso migratorio debido a la activacion de ERK1/2

(Shanley et al., 2004). Ademas, se ha visto que tanto NGF como la Sustancia P, PAF,
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KGF y HGF estan positiva o negativamente implicados en la modificacion la migracion
del epitelio corneal todo ello con la activacion de MAPK en varios tejidos (Bazan et al.,

1997; Nakamura et al., 1998; You et al., 2001).

En cuanto a la activacion de la via ERK1/2 por los receptores purinérgicos, se ha
demostrado que la activaciéon por P2Y, en la supervivencia celular tras hiperoxia
(Ahmad et al., 2004), en células de rifion embrionarias humanas (HEK-293) (Gao et al.,
1999), asi como en el papel antiapoptotico de esta via en neuronas activadas por ATPyS,
ATP o UTP (Arthur et al., 2006). También se ha visto la activacion de ERK1/2
mediante otros subtipos de receptores purinérgicos. Por ejemplo, la salida de ATP por
lesion mecanica en astrocitos, produce la sefializacion de ERK1/2 (Neary et al., 2003)
via P2X, y P2Y;. P2Y1 se ha visto también implicado en la activacion de ERK1/2 en la
activacion como co-neurotransmisor de ATP en la unién neuromuscular (May et al.,
2006). Por ultimo, ATP produce la activacion de P2Y, y P2Y}, en las células cromafines
adrenales, y en respuesta a esta activacion se produce la activacion de ERK1/2 (Luke y

Hexum, 2008).

Es importante tener en cuenta que ambas cascadas intracelulares (RhoA /
ROCK-I y ERK1/2) parecen estar activadas de forma simultdnea, aunque la activacién
de ROCK-I se produce 30 minutos antes que la activacion de ERK1/2, y de modo
inesperado, los inhibidores de una de las cascadas modifica la actividad de la otra:
Y27632 reduce de forma significativa la fosforilacion de ERK1/2 producida por ApsA,
mientras que U0126 reduce la fosforilacion de ROCK-I, cuando las células lesionadas
son tratadas con ApsA. Un hecho interesante es que cuando realizamos ensayos de
migracion en presencia de U0126, la velocidad de migracion se reduce por debajo de los
valores basales, y cuando analizamos los niveles de expresion de ROCK-I, estos son
también inferiores a los niveles control. Esto, junto con que la activacion de ROCK-I se
produce antes en el tiempo, sugiere que la ruta principal responsable de la migracion
celular en el epitelio corneal es la cascada en la cual RhoA / ROCK-I estd implicada.
Por otro lado, no podemos descartar la participacion de ERK1/2 en el proceso de
migracion, pero parece plausible que la cascada de las MAPK esta mas involucrada en
los procesos relacionados con los efectos a largo plazo de ERK1/2 ya que esta es

traslocada al nucleo celular. Ademas, la relacion entre pERK1/2 y ROCK-I es tan
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estrecha que Y27632 es capaz de dificultar la traslocacion de p-ERK1/2 al nucleo. El
significado bioquimico de la conexion entre ambas vias es una cuestion que debemos
elucidar, y han sido descritas una serie de hipotesis, todas diferentes y contradictorias,
en relacion con la posible conexion entre pERK1/2 y ROCK-I (Brunet et al., 1999;
Pawlak et al., 2002; Roovers et al., 2003; Bessard et al., 2006), donde se indica que
ambas rutas son independientes, que una activacion cronica de MEK induce una
regulacion negativa de ROCK-I o que Y27632 bloquea la activacion sostenida de
ERK1/2, dependiendo del sistema celular estudiado. En base a nuestros resultados,
nosotros hemos elucidado que en el entrecruzamiento encontrado entre ambas rutas
cuando tratamos las células del epitelio corneal lesionadas con ApsA, ROCK-I estd
localizado por encima de ERK1/2 y que lo regula. Esto explicaria el descenso en la
fosforilacion de ERKI1/2 cuando las células lesionadas son pre-tratadas con los

inhibidores de PKC / PLC (Figura 58).

Por el momento podemos sugerir lo siguiente: el proceso de cicatrizacion
corneal es un proceso dividido en tres etapas; fase de latencia (hasta las 10 horas del
inicio de la lesion), fase de migracion (24 a 36 horas) y etapa de proliferacion (desde las
36 horas hasta dias) (Steele, 1999). Esto ultimo implica la activacion de diversos
procesos en los cuales de traslocacion de pERK al ntcleo es obligatoria. Se ha
demostrado que la inhibicién de ERK1/2 reduce la sintesis de ADN y arresta las células
durante la fase de mitosis (Willard et al., 2001), ya que la activacion ERK es necesaria
para la transicion G2/M (Wang et al., 2007), por lo que no es extrafio el pensar que la
activacion del receptor P2Y, por ApsA produce la activacion de ERK1/2 para preparar

las células epiteliales para la fase de mitosis.
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Figura 56: Cross-talk entre las cascadas intracelulares de MAPK y RhoA / ROCK-I tras la activacion de

los receptores P2Y, via ApsA.

Finalmente, podemos concluir que ApsA via la activacion del receptor P2Y>, es
capaz de activar tanto la cascada de las MAPK como la cascada de RhoA / ROCK-I, y
ambas son necesarias para el proceso de migracion, estando la via de ERK1/2 también

involucrada en procesos a largo plazo.

5.3.- IMPLICACION DE LAS RUTAS IN TRACELULARES DE MAPK EN EL
RETARDO DE LA MIGRACION VIA Ap;A / P2Ys.

Hasta el momento, este es el primer trabajo en el que se describe que la
activacion con un agonista produce un retraso en el proceso de migracion del epitelio
corneal tras una lesion. Es por ello importante conocer cual es el mecanismo molecular
por el que esto sucede, ya que cuando se produce una lesion in vivo, lo que interesa es

que regenere lo antes posible.

250



Discusion

Como ya hemos mencionado, la activacion de las células del epitelio corneal
lesionadas con Aps;A y ApsA (junto a UDP) producen un retraso en la migracion
epitelial, presumiblemente mediante la activacion del receptor P2Y, y siendo este efecto

revertido por la accion de los antagonistas, como hemos definido previamente.

Como en el caso de ApsA, estudiamos las rutas intracelulares implicadas en el
proceso de retardo de la migracion provocado por Aps;A. De nuevo estudiamos la
posible implicacion del citoesqueleto de actina, junto con la posible activacion de dos
de las rutas de MAPK, ERK1/2 y p38. Los resultados en este aspecto han sido bastante

contradictorios.

En primer lugar, en relacion con el citoesqueleto de actina, observamos que los
distintos inhibidores tienen efectos opuestos en la migracion del epitelio. Cuando pre-
incubamos las células con el inhibidor de ROCK-I, Y27632, observamos un incremento
ligero (aunque de forma significativa) en la migracion, mientras que la inhibicion de la
MLC2 potencia el efecto retardante. Ademas, la inhibicion de la migracion via (-)-
Blebblistatina y la activacion de la misma con PTD4-Pfnl, ambos previos a ApsA,
parecen indicar que esta ruta no estaria implicada en el retraso de la migracion celular
producido por ApsA. En este sentido, la confirmacion del comportamiento
contradictorio aparece cuando investigamos la activacion de ROCK-I. Y27632 produce
un aumento en la fosforilacion de ROCK-I, resultado consistente con los estudios de
migracion. Estos aspectos contradictorios sugieren la participacion de otros mecanismos

que de momento no conocemos.

Cuando estudiamos el efecto que el inhibidor de MEK, U0126, tiene en la
migracion de Aps;A, observamos como este se revierte y se produce una aceleracion en
la migracion, proceso que no se ve afectado con el pre-tratamiento con AG1478 (en
presencia de este, se produce un mayor descenso en la migracion), lo que sugiere la
implicacion de la via de ERK1/2 en el efecto de ApsA, pero con un mecanismo
diferente al descrito para ApsA. Esta implicacion se confirma al estudiar la activacion

de ERK 1/2 mediante Western Blot.
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La activacion de ERK1/2 mediante la sefalizacion mediada por P2Ys en el
epitelio corneal viene abalado por el trabajo de Yang et al., en 2004, donde observaron
como ADP y UDP activan el receptor P2Ys y que su administracion en lesiones de
epitelio producen la activaciéon de ERK1/2. Sin embargo, en este trabajo no indican qué

efecto tiene esta activacion en el proceso de migracion.

Ademas en otros sistemas celulares, también se ha confirmado la activacion de
ERK1/2 via el receptor P2Y¢. Marcel et al., en 2007 han demostrado que la activacién
de P2Y, produce la activacion de ERK1/2 entre otras rutas intracelulares regulan la
salida de la quimiocina CCL20 en monocitos. En condrocitos, los nucledtidos liberados
como respuesta a un estimulo mecanico, y la activacion de P2Y,, P2Y,, P2Ys y P2Ys,
trasmite sefiales via Ca®" y la fosforilacion de ERK1/2 (Kudirka et al., 2007). Esta
fosforilacion de ERK1/2 estd implicada también en el papel citoprotector que P2Yj
tiene en las células C2C12 de musculo esquelético de raton (Hamedova et al., 2008), asi
como en la liberacion de citoquinas (como por ejemplo la citoquina CXCLS) en las
células del epitelio intestinal que se produce cuando el receptor P2Y6 es activado por

UDP (Grbic et al., 2008).

(Como puede ser que la activacion de ERK1/2 via Aps;A tenga un efecto opuesto
a la activacion de la misma via por parte de ApsA en el proceso de migracion del
epitelio corneal? Como hemos mencionado, la activacion del P2Y, via ApsA, produce
la traslocacion de los receptores de Tirosin Quinasas mientras que ApsA no produce
esta traslocacion. Por tanto el mecanismo por el cual Ap;A produce la activacion de las
ERK1/2 es distinto a la descrita para ApsA, y debe estar regulado de forma negativa por

otra via intracelular.

Un estudio llevado a cabo por Sharma et al., en 2003 en células de epitelio
corneal lesionadas, tanto de conejo como humanas, reflejan la participacion de la ruta de
MAPK p38 en la migracion y proliferacion de estas células tras la activacion de las
mismas con KGH o HGF, asi como la relacion existente entre ERK1/2 y p38 (la
inhibicién de una de las rutas conlleva la activacién de la otra en ambos sentidos),
siendo p38 una proteina fundamental en la activacion del proceso de migracion, y

activandose por tanto para lograr una cobertura de la lesion mas rapida.
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Como la activacion de p38 en el epitelio corneal lesionado estd también
respaldada por los trabajos de Saika et al., (2004) y de Nakamura et al., (2005), donde
se sugiere la activacion de esta proteina en respuesta a diversos agonistas para favorecer
la migracion del epitelio. Por consiguiente, nos decidimos por estudiar la posible
relacion existente entre las rutas de ERK1/2 y p38 en nuestro sistema celular cuando
este es activado por el agonista ApsA, y la implicacion real de esta cascada en la

migracion.

Cuando estudiamos el proceso de migracion en presencia del inhibidor de p38
SB203580, encontramos que al igual que ocurre cuando pre-tratamos con U0126, el
retardo de la migracidn se revierte. Los estudios de activacion de proteina por Western
Blot demuestran que Ap;A producen una activacion en p38 siendo maxima a las 2-4
horas de la lesion, activacion retardada en relacién a la fosforilacion de ERK1/2.
Ademas, cuando estudiamos la interrelacion entre ambas rutas, observamos como la
inhibicion de ERK no afecta a la fosforilacion de p38, pero si ocurre a la inversa, que la
inhibicion de p38 produce una mayor y mas sostenida fosforilacion en ERK1/2. Todo

esto puede significar lo siguiente:

Cuando tenemos un epitelio lesionado y activamos la sefalizacion por Ap;A,
este dinucleodtido se va a unir preferentemente al receptor P2Y,. Esta unién activa las
rutas de ERK1/2 y p38, activando primeramente la fosforilacion de ERK1/2 para
intentar migrar rapidamente y cubrir la zona lesionada. Sin embargo, se produce la
fosforilacion de p38, que aunque mas tarde en el tiempo seria a la larga predominante y

se trasmite la sefal de regulacion negativa de la migracion al nucleo (Figura 59).

Ademas, es posible que ApsA también se una de forma secundaria al receptor
P2Y,, y la inhibicion de p38 favorezca la activacion de ERK1/2 via este receptor y la
transactivacion de los receptores Tirosin Quinasa y por eso se produzca la aceleracion

de la migracion (Figura 59).
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Figura 59: Cascadas intracelulares activadas por P2Yg via ApsA.

Por ultimo, tenemos que tener en cuenta que in Vivo ApsA y ApsA estan
conviviendo en las células del epitelio corneal y desarrollando sus acciones sobre las
mismas de forma coordinada y actuando sobre las mismas proteinas. Como ya hemos
mencionado, la concentracion de ApsA presente en la lagrima es cinco veces superior a
la concentracion de Aps;A, lo que explicaria que en la migracion el efecto predominante

se el de aceleracion del proceso.

De todas formas se necesitan realizar mas experimentos para elucidar las sefales
que activarian p38 y ERK1/2 tras la sefializacion de ApsA / P2Y, para que se produzca
el retardo en la migracion. Por ejemplo se podria estudiar si la sefializacion via ApsA /
P2Y, conlleva una activacion de PI3K, de PKC o de alguna otra Proteina Quinasa que
conduzcan a la activacion de p38 y ERK1/2, como han descrito algunos autores tanto en
el epitelio corneal (Nakamura et al., 2005), como en otros sistemas celulares (Kim et al.,

2003).
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5.4.- IMPLICACION DEL CI TOESQUELETO DE ACTINA EN EL PROCESO
DE MIGRACION CELULAR.

La motilidad de las células del epitelio es fundamental en la iniciaciéon de la
cicatrizacion corneal tras una lesion. Varios autores (Fujikawa et al., 1981; Nishida et
al., 1982) han demostrado que Fibronectina, una glicoproteina extracelular de adhesion,
aparece en la superficie de las células epiteliales lesionadas, permitiendo a las mismas la
migracion sobre la matriz provisional que genera. Esto produce la sobre-expresion de

Integrinas, y el sistema Fibronectina-Integrina juega un papel central en la migracion.

En el caso de uPA (Uroquinasa Activadora de Plasmindgeno), se ha demostrado
la presencia de esta proteina de matriz extracelular en el margen del epitelio lesionado,

lo que induce la migracion del mismo (Watanabe et al., 2003).

Nuestros resultados para estas dos proteinas estdn en consonancia con lo descrito
por estos autores. En el caso de las lesiones control, comenzamos sin sefial para ambas
proteinas puesto que nada mas realizar la lesion el mecanismo de sintesis — degradacion
de matriz extracelular no estd activado puesto que las células estan al 100 % de
confluencia. Transcurridas 6 horas de la lesion, observamos como tenemos sefial para
las dos proteinas posiblemente debido a que la maquinaria estd empezando a funcionar
y estamos sintetizando y degradando matriz extracelular a la vez, siendo el proceso de
sintesis algo mayoritario al de degradacion, lo que nos indicaria un anclaje de las células
y un menor movimiento de las mismas. Sin embargo, a las 10 horas de la lesion,
observamos como solo encontramos sefial para uPA, lo que significa que estamos
degradando la matriz extracelular facilitando por tanto el movimiento celular. De nuevo
a las 24 horas tenemos sefial para ambas proteinas porque el mecanismo de sintesis —
degradacion estd trabajando a la vez. Cuando tratamos las lesiones con ApsA,
observamos como nada mas realizar la lesion comenzamos sin sefial para ambas
proteinas puesto el mecanismo de sintesis — degradacion de matriz extracelular no esta
activado puesto que las células estan al 100 % de confluencia. Sin embargo a partir de
las 6 horas, se produce la activacion de ambas proteinas, siendo mayoritaria la

activacion de uPA, lo que nos indicaria que el mecanismo mayoritario seria el de
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degradacion de la matriz extracelular para favorecer el movimiento de las células y asi

cubrir mas rapidamente al area lesionada.

LY por qué se favorece la migracion epitelial tras el tratamiento de las lesiones
con ApsA? Se ha visto que Fibronectina produce la fosforilacion, y por tanto la
activacion, de FAK (Quinasa de Adhesion Focal) y de Paxilina, proteinas que producen
cambios caracteristicos en la forma celular, en la reorganizacion del citoesqueleto de
actina y en las adhesiones focales que son moduladas por proteinas de la familia de
Rho, aunque también se ha visto la activacion de las otras dos familias, Cdc42 y Racl

(Kimura et al., 2006 y 2007), lo que resulta en el incremento de la migracion celular.

Cuando estudiamos la activacion de Faloidina, proteina que se une a los
filamentos actina formados o en formacion e impide su despolimerizacion, y de
Vinculina, proteina de membrana-citoesqueleto localizada en las placas de adhesion
focal que ancla las moléculas de integrina al citoesqueleto de actina y cuya pérdida
conlleva a la no formacion de las adhesiones focales junto con la inhibicion de la
sintesis de los lamelipodios y a una mala polimerizacion de actina, observamos como el
marcaje para Faloidina tanto en las lesiones control como en las tratadas con ApsA, nos
estd demostrando la polimerizacion de actina, es decir, la activacion del citoesqueleto
para permitir el movimiento celular. La variacion en los niveles de la sefial para esta
proteina nos refleja la distinta sintesis de los filamentos de actina reflejo de la capacidad
de movimiento de la célula. Ademas, en el caso de las lesiones tratadas con el
dinucledtido, los niveles mds o menos constantes de sefial (salvo a las 6 horas que
desciende un poco) nos indicaria la activacion constante del citoesqueleto de actina para
permitir el movimiento celular. Lo mismo ocurre con la sefial para Vinculina: esta
proteina esta en grandes cantidades en el momento de realizar la lesion debido a la gran
cantidad de contactos focales que hay entre las células ya que estas estan en
confluencia, disminuyendo la sefial con el paso de las horas, lo que nos indica un menor
numero de contactos focales. En el caso de las lesiones control, la disminucién de la
sefial para Vinculina refleja la inhibicion de la sintesis de lamelipodios y por la tanto la
velocidad de migracion celular es menor, mientras que en el caso de als lesiones

tratadas con ApsA, la activacion mas o menos constante de Vinculina: lo que nos
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indicaria una sintesis de continuo de lamelipodios que reflejan la alta capacidad de

migracion de las células.

Nuestra localizacion de estas proteinas en el borde de la lesion adyacente a la
membrana es consistente con la localizacion de estas proteinas por otros autores (Zieske
et al., 1989). Durante el proceso de migracion, Vinculina se localiza a la largo de de la
membrana entre las células y difunde por las mismas, lo que representa el reservorio de
esta proteina necesario para la formaciéon de las uniones célula-célula y célula-matriz

extracelular (Zieske et al., 1989).

5.5.- ESTUDIO DE LA PROLIFERAC ION CELULAR EN EL PROCESO DE
CICATRIZACION CORNEAL ViA Ap4A / P2Y,.

La etapa de proliferacion o de division celular, ultima etapa del proceso de
cicatrizacion corneal, es un proceso clave en la regeneracion final de la cornea, ya que
es fundamental que se recupere el espesor corneal normal tras una lesion para asi evitar
dafios secundarios y una correcta transmision de la sefial visual a la retina. Por ello es
fundamental el intentar activar la proliferacion de las células madre limbales hacia la

zona lesionada.

Debido a la importancia de la etapa, ha sido ampliamente estudiada y, en el caso
de la activacion de lesiones corneales por EGF, se conocen las sefiales intracelulares que

se desencadenan (Lu et al., 2001).

La accion de los di- y mononucledtidos de adenina en el proceso de proliferacion
celular comenzo a estudiarse a mediados de los afios 80s, cuando se observd que ApsA
era capaz de estimular la sintesis de ADN (Bambara et al., 1985), intentando elucidar
posteriormente los receptores purinérgicos implicados en la activacion de la
proliferacién en diversos sistemas celulares (Jankowski et al., 2001; Schéfer et al.,

2003; Muscella et al., 2004; White et al., 2005).

Nuestros resultados de migracion con ApsA y ApsA nos han llevado a la

hipotesis de los receptores P2Y, / P2Ys como “interruptores” para finalizar la fase de

257



Discusion

migracion y comenzar la fase de proliferacion celular (ver apartado 5.1 de esta
discusion). Es por ello que decidimos completar este trabajo de investigacion intentando

elucidar esta hipotesis.

Como podemos apreciar en nuestros resultados, cuando incubamos las células
del epitelio corneal con ApsA o ApsA in vitro, conseguimos una tasa de proliferacion
mayor que en el estado control y similar con ambos dinucleo6tidos tanto a las 24 como a
las 36 horas del inicio del tratamiento con estos agonistas. Ademas, los ensayos con los
diversos inhibidores de las rutas intracelulares nos definen la participacion de PLC /
PKC, ERK1/2 y RhoA / ROCK-I en el incremento de proliferacion mediado por ApsA,
y la participacion de las cascadas de ERK1/2 y p38 en la proliferacion desencadenada

por ApsA.

Estos resultados coinciden con lo descrito por Bobbert et al., (2008) para células
del musculo liso vascular (VSMCs), donde observé como ApsA 'y ApsA (pero no ApsA
y ApsA) inducian un incremento en la sintesis de ADN, a la vez que se producia un
aumento en la fosforilacion de ERK1/2, efecto que era abolido con el empleo de
inhibidores para PLC / PKC y para receptores Tirosina Quinasa. Ademas, la
participacion de la ruta de RhoA / ROCK-I ha sido estudiada por otros autores (Chen et
al., 2008).

Cuando tratamos las células con ambos dinucleotidos, se produce un incremento
en la proliferacion con respecto al aumento producido por cada uno de los dinucledtidos
por separado. El maximo de proliferacion se consigue cuando en presencia de ApsA 100
uM tratamos las células con 0.1 uM de ApsA, tasa de proliferacion que es equivalente a
la obtenida cuando en presencia de ApsA 100 uM tratamos las células con 10 uM de
Ap4A. Es decir, que la capacidad de ApsA para potenciar la proliferacion in vitro es
mayor que la que tiene ApsA, lo que parece indicar que in vitro es Aps;A el implicado

principalmente en este proceso celular.

En funcion a estos resultados in vitro, podemos definir que la activacion de

ApsA / P2Y, tiene un papel importante en el inicio de la proliferacion del epitelio
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corneal lesionado, pero el incremento que se produce en este proceso viene definido por

la activacion de receptor P2Y, como ya hemos mencionado.

Este efecto potenciado en la proliferacion y la activacion del receptor P2Y, esta
en consonancia con el trabajo realizado por Muscella et al., en 2004, donde observan
como UDP produce un aumento en la proliferacion que es dosis y tiempo dependiente, y
que la acciéon coordinada de UDP y ATPyS produce una proliferacion mas potente, lo
que implicaria la activacion preferente de un receptor P2Ys iniciando rutas

intracelulares diferentes a las que activaria el receptor P2Y5.

Para comprobar si son ciertas las conclusiones obtenidas después del trabajo in
vitro, desarrollamos un estudio in vivo, Para demostrar si ApsA y su receptor
purinérgico P2Y, tienen un papel clave en la proliferacion, hemos estudiado el papel de
ambos en lesiones en corneas de animales in vivo. Este estudio de proliferacion se lleva
a cabo mediante el estudio de expresion de la Ciclina CCNE1 y la Quinasa asociada

CDKZ2, que van a formar un complejo que desencadena el paso G1/S en el ciclo celular.

Los resultados in vivo nos demuestran que, en comparacion con la expresion de
CCNEI1 y CDK2 en las lesiones control, la expresion del ARNm para CCNEI aumenta
en presencia de ApsA a las 24 horas de la lesion, descendiendo con el pre-tratamiento
con el siRNA para P2Y>, lo que nos indica la participacion de este sistema de agonista /
receptor en el inicio del proceso proliferativo. Sin embargo, a las 36 horas del inicio de
la lesion, observamos como el pre-tratamiento con el siRNA para el receptor P2Y,
produce un gran incremento en la expresion de CCNE1. Esto puede ser debido a que
como a las 36 horas el efecto silenciador del siRNA ha finalizado, estamos potenciando
la activacion del receptor. Sin embargo, este gran incremento en la expresion de ARNm
para CCNE]1 a las 36 horas, lo que es equivalente a un incremento en la proliferacion,
por encima de los valores de expresion para el dinucledtido solo, también nos indica la
participacion de otro subtipo de receptor purinérgico, que en funcidon de los estudios
farmacoldgicos de afinidad de este dinucledtido por los receptores purinérgicos, podrian
ser los receptores P2Y y la mayoria de los receptores P2X (Guzman-Aranguez et al.,

2007), asi como el receptor P2Y, presente en el epitelio corneal.
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En cuanto a la expresion de CDK2, en todos los casos encontramos una
disminucién de la expresion en relacion a la expresion en una lesion control, revertiendo
a valores similares al control en presencia del siRNA para P2Y,, lo que nos indicaria
que el tratamiento con ApsA en presencia o en ausencia del pre-tratamiento con el
siRNA no produciria una activacion en la expresion del ARNm para CDK2. Si CCNEI
forma un complejo con CDK2 para el paso G1/S, ;Coémo encontramos un aumento en la
expresion del ARNm para CCNEI y no para CDK2? Es posible que al encontrar un
aumento de CCNE1 estemos estudiando una etapa preparatoria, es decir, el incremento
de expresion del ARNm para CCNE1 debe traducirse en un aumento de la proteina (que
puede retrasarse hasta 24 horas segiin la proteina) y es esta proteina la que regula a

CDK2.

Los resultados de proliferacion activados por ApsA in vitro e in vivo parecen
entonces opuestos, ya que in vitro, ApsA produce un incremento en la proliferacion
tanto a las 24 como a las 36 horas. Sin embargo, no tenemos que olvidar que en los
ensayos realizados in vitro todas las células estan arrestadas en la misma fase del ciclo
celular (Go) mediante la incubacion de las mismas en medio sin suero, y por tanto todas
entran en el ciclo celular a la vez y en la misma etapa, mientras que in Vivo el conjunto
de las células epiteliales son asincronicas, estando cada una en una etapa del ciclo
celular caracteristica y nosotros solo estamos estudiando el paso Gi/S. Ademas, aunque
se ha visto que la concentracion de ApsA en la lagrima de conejo estd aumentada en el
periodo de tiempo que comprende esta fase de migracion celular, y se conoce que los
niveles de ApsA oscilan a lo largo del ciclo celular y de la proliferacion en diversos
sistemas celulares (Rapaport y Zamecnik, 1976; Weinmann-Dorsch et al., 1984;
Andersson y Lewan, 1988; Bobbert et al., 2008), no esta clara la participacion de este
dinucleétido como cebador en la proliferacion en los sistemas in vivo (Bambara et al.,

1985).

Todo esto nos indica que el receptor P2Y, esta implicado en la proliferacion in
Vvivo, principalmente en el inicio de la misma, es decir, a las 24 horas posteriores a la
lesion cuando la migracion celular estd finalizando, y por tanto, no seria el receptor

fundamental en el proceso, porque cuando lo silenciamos, la expresion del ARNm para
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CCNEI aumenta, lo que nos indica la actuacion de otro receptor, que en nuestro caso

seria el receptor P2Ye.

Esta activacion del receptor P2Ys se ha comprobado realizando estudios de
expresion de CCNE1 y CDK2 tratando lesiones in vivo con ApsA en presencia o en
ausencia del siRNA para P2Y,. El tratamiento de las lesiones corneales con Aps;A
produce un incremento en los valores de ARNm para CCNE1 Y CDK2 tanto a las 24
como a las 36 horas posteriores a la lesion, siendo este incremento mayor a las 36 horas.
El pre-tratamiento con el siRNA para el receptor P2Y; produce un descenso en la
expresion de CCNE1 a las 24 y a las 36 horas, permaneciendo los niveles para CDK2
constantes a las 24 horas y descendiendo a las 36. Estos resultados implican una mayor
capacidad proliferativa de ApsA cuando lo comparamos con ApsA, indicando el
silenciamiento del receptor P2Y, que a las 24 horas es este receptor fundamental para
comenzar el proceso proliferativo. El descenso en la proliferacién causada por ApsA en
presencia del siRNA a las 36 horas, periodo de tiempo en el cual el siRNA ha dejado de
ejercer su efecto, podria reflejar que la expresion del receptor P2Y; estd impidiendo que

otro receptor, en nuestro caso P2Yy, ejerza su accion en la proliferacion

La hipdtesis de actuacion de P2Y viene abalada por lo descrito por Huo et al.,
en 2002, donde las células VSMCs transfectadas con el receptor P2Y exhibian una tasa
alta de proliferacion debida a UDP, y que cuando se transfecta con P2Y, y P2Yy4, la
proliferaciéon de UDP disminuia. En nuestro caso, el silenciamiento del receptor P2Y,
ejerceria una accion similar, es decir, al no expresarlo, facilitamos la actuacion del
receptor P2Ys. Ademas, como en la lagrima in vivo encontramos ApsA, este activaria el

receptor P2Y¢ y potenciaria la accion de este en la proliferacion.

Estos resultados parecen indicar que tanto ApsA como ApsA son capaces de
activar la proliferacion celular, siendo Aps;A el mas potente, y que cuando tenemos el
receptor P2Y; silenciado (24 horas post-lesion, inicio de la etapa de proliferacion), la
tase de proliferacion debida a ambos dinucleotidos estd disminuida, lo que revela que el
receptor P2Y, es importante en este momento de iniciacion de proceso proliferativo. Sin
embargo, a las 36 horas de la generacion de la lesion, cuando ya no tenemos el receptor

silenciado porque el efecto del siRNA ha finalizado, observamos un aumento en los
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valores de CCNE1 y CDK2, que relacionariamos con un incremento en la proliferacion

celular, y debido probablemente a la accion coordinada de los receptores P2Y, y P2Ys.

Sin embargo, no podemos descartar la participacion de otro receptor, por
ejemplo el receptor purinérgico P2Y, (Coutinho-Silva et al., 2005), o como ya hemos
mencionado, los receptores P2Y | (Bobbert et al., 2008) e incluso los diferentes subtipos
de receptores P2X, entre los que destacamos al receptor P2X5, receptor implicado en la

proliferacion en el epitelio intestinal humano (Coutinho-Silva et al., 2005).

Por tanto podemos concluir que los niveles elevados de ApsA en la lagrima que
encontramos a lo largo de las etapas de migracion y proliferacion desencadenarian una
activacion de la ruta de ERK1/2 temprana que estaria implicada en la iniciacion de la
proliferacion, pero que no la desencadenaria en fases tardias (Muscella et al., 2004),
sino que seria la activacion del receptor P2Ys via ApsA junto a la activacion de la ruta

de p38 la que guiaria el proceso global de la proliferacion.
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6.- CONCLUSIONES.

En esta tesis se ha estudiado el papel que los dinucleotidos de adenina tienen en
el proceso de re-epitelizacion corneal cua ndo reproduce una lesion en el m ismo. De la

presente investigacion se desprenden las siguientes conclusiones:

1.- Implicacion de los mono y dinucledtid os en la fase de migracion celular

del proceso de reepitelizacion corneal:

1) Ap 4A, ATP y UTP poseen la capacidad de acelerar la migracion celular
produciendo un aum ento en la velocida d estimada de m igracion (VEM) y un
descenso en el tiempo estimado de reepitelizacion (TER) cuando lo comparamos

con las lesiones control.

2) ApsA, ApsA y UDP producen el efecto opuesto, es decir, tienen la capacidad
de frenar la m igracion, originando un des censo en la VEM con el consecuente

aumento en el TER cuando lo comparamos con las lesiones control.

3) UpsUy ADPnoa lteran la migracion ce lular s ilo ¢ omparamos con la

migracion en las lesiones control.

4) Las acciones de los dinucledtidos en el proceso de m igracion son debidas al

efecto de los dinucledtidos de adenina y no a sus productos de degradacion.

2.- Estudio de los recep tores P2Y implicados en las modificaciones del ratio

de migracion causadas por los dinucleotidos de adenina:

1) Los ensayos farm acoldgicos nos sugieren, en base al perfil farmacologico, la
existencia d e dos receptores purin érgicos diferentes en las células del epitelio
corneal implicados en la m igracion celular: un receptor P2Y, implicado en la
aceleracion de la m igracion, y un recepto r P2Y ¢ que seria el responsable del

retardo de la misma.
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2) Los ensayos de silenciam iento del receptor P2Y ,, confirman la participac ién
de este receptor en la aceleracion de la migracion del epite lio corneal activado

por el dinucledtido ApsA.

3.- Estudio de los segundos mensajeros acoplados a los receptores P2Y en el

proceso de migracion celular:

1) Ap4A via la activacion del receptor P2Y >, es capaz de activar tanto la cascada
de las MAPK com o la cascada de RhoA /ROCK-I, tras la activac i6n de la s
proteinas P LC / PKC, y am bas son neces arias para el pro ceso de m igracion,

estando la via de ERK1/2 también involucrada en procesos a largo plazo.

2) ApsA se va a unir preferentem ente al receptor P2Y ¢, y va a activar, por un
mecanismo que no ¢ onocemos, las rutas de ERK1/2 y p38, si endo la
fosforilacion de p38 la sefial mayoritaria y la responsable de trasmitir la senal de

regulacion negativa de la migracion al nucleo

4.- Estudio de la implicacion en la etapa de proliferacion celular

1) Los niveles elevados de Ap4A en la lagrima que encontramos a lo largo de las
etapas de migracion y proliferacion desencadenarian una activacion de la ruta de

ERK1/2 temprana que estaria implicada en la iniciacion de la proliferacion.

2) Es la activacion del receptor P2Y via ApsA junto a la activacion de la ruta de

p38 la que guiaria el proceso global de la proliferacion.
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8.- ANEXOS

El trabajo recogido en esta memoria se ha realizado en el Departamento de
Bioquimica y Biologia Molecular 1V en la E.U. de Optica de la Universidad Complutense

de Madrid bajo la direccién del Dr. Jesus Pintor Just.

Dna. Aranzazu Mediero ha sido financiada por una Beca-Contrato del Programa de
Becas Predoctorales de la Universidad Complutense de Madrid (convocatoria 2005). Parte
de los resultados obtenidos en este trabajo han dado lugar a las siguientes publicaciones y
participaciones en congresos:

PUBLICACIONES:

- Mediero A, Peral A, Pintor J. Dual role of Diadenosine Polyphosphates on Corneal
Epithelial Cell Migration. Invest Ophthalmol Vis Sci 2006;47(10):4500-4506.

- Ardnzazu Mediero, Ana Guzman-Aranguez, Almudena Crooke, Assumpta Peral and JesUs

Pintor. Corneal Re-epithelialization Stimulated by Diadenosine Polyphosphates Recruits
RhoA/ROCK and ERK1/2 Pathways. Invest Ophthalmol Vis Sci. 2008;49(11):4982-4992.

- Almudena Crooke®, Ardnzazu Mediero®, Ana Guzman-Aranguez, Jesus Pintor. Silencing

of P2Y receptor delays ApsA-corneal re-epithelization process. ° Estos autores contribuyen
de la misma manera al trabajo. Enviado a Molecular Vision.

CONGRESOS:

- Ardnzazu Mediero, Assumpta Peral y Jesus Pintor. Efecto de los nucledtidos en los
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- Aranzazu Mediero, Assumpta Peral y Jesus Pintor. Efecto de los nucleotidos en la

migracion celular durante el proceso de reparacion de dafios en las células del epitelio
corneal. SEBBM (Sociedad Espafiola de Bioguimica y Biologia Molecular). Zaragoza 12-
15 de Septiembre de 2005.

- Jesus Pintor, Aranzazu Mediero, Asumpta Peral. Cicatrizacion corneal inducida por
nucleotidos y dinucleétidos. FARMADRID. Facultad Veterinaria UCM, 2005.

- JesUs Pintor, Ardnzazu Mediero y Assumpta Peral. Role of diadenosine polyphosphates in

corneal wound healing. PURINES. Ferrara, Mayo de 2006.

- Ardnzazu Mediero, Assumpta Peral y Jesus Pintor. Estudio de las rutas intracelulares

(MAPK y citoesqueleto) implicadas en la migracion celular del epitelio corneal de conejo
mediante Ap;A 'y ApsA. SEBBM (Sociedad Espafiola de Bioguimica y Biologia
Molecular). Elche 7 al 10 de Septiembre de 2006.

- A. Mediero, A. Peral, J. Pintor. Role of Intracellular Pathways (MAPK and Cytoskeleton)
in Rabbit Corneal Epithelial Wound Healing Mediated by Ap4A and Ap3A. ARVO
(Association for Research in Vision and Ophthalmology) I0VS, Abstract 3489-B880. Fort
Lauderdale FI, USA, 2007.

- A. Crooke, A. Mediero, A. Guzman-Aranguez, A. Peral, J. Pintor. Role of P2Y;
Nucleotide Receptor in Ap;A-Induced Migration of Rabbit Corneal Epithelial Cells. ARVO
(Association for Research in Vision and Ophthalmology), IOVS, Abstract 3395/A249. Fort
Lauderdale FI, USA, 2008.
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Fe de Erratas

FE DE ERRATAS:

- PAGINA 150:

Enla Figura 17B existe un error en la gra fica correspondiente a la variacion del area

lesionada vs tiempo para ApsA 100 uM, siendo la grafica correcta la que aqui se adjunta:

"
1')3\-'\{3
- = CONTROL
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5 12 15 it} 250 30
TIEMPO {horas)
- PAGINA 180:
En lafrase “.... la preincubacién con U0126 produce un aumento en la VEM con una

disminucion del TER de 3 horas cuando lo comparamos con el dinucle6tido solo” existe un
error, y la frase correcta es: “... la pre-incubacién con U0126 produce un aumento en la
VEM con una disminucion del TER de 4 horas cuando lo comparamos con el dinucleotido

solo”.

-PAGINA 181:

En la Tabla 20, existe un error en el valor de TER para ApsA 100 uM. En lugar donde pone
+ 8 h debe poner + 4 h.



	TESIS DOCTORAL
	Agradecimientos
	ÍNDICE.
	ABREVIATURAS.
	ÍNDICE DE FIGURAS Y TABLAS
	1.-INTRODUCCIÓN.
	1.1.- LOS NUCLEÓTIDOS Y SUS RECEPTORES
	1.2.- LOS DINUCLEOTIDOS EN LA FISIOLOGIA OCULAR.
	1.3.- ANATOMÍA OCULAR.
	1.4.- EL PROCESO DE RE-EPITELIZACIÓN CORNEAL.
	1.5.- RUTAS INTRACELULARES: MAPK, CITOESQUELETO YFOSFOLIPASA C / PROTEINA QUINASA C (PLC / PKC).

	2.- HIPOTESIS Y OBJETIVOS DE TRABAJO.
	3.- MATERIAL Y MÉTODOS.
	3.1.- REACTIVOS, MEDIOS Y SOLUCIONES GENERALES.
	3.2.- ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN.
	3.3.- CULTIVO CELULAR.
	3.4.- INMUNOCITOQUÍMICA PARA CITOQUERATINA 3.
	3.5.- ESTUDIOS DE MIGRACIÓN CELULAR EN CULTIVO PRIMARIO.
	3.6.- ANÁLISIS DE LOS DINUCLEÓTIDOS POR HPLC.
	3.7.- WESTERN BLOT PARA pERK1/2, ROCK-I, pMLC2 Y pp38.
	3.8.- INMUNOCITOQUÍMICA PARA pERK1/2 Y ROCK-I. ESTUDIO DETRASLOCACIÓN AL NÚCLEO.
	3.9. ENSAYOS CITOESQUELETO: INMUNOFLUOPRESCENCIA PARAFIBRONECTINA / uPA Y FALOIDINA / VINCULINA.
	3.10.- ESTUDIOS DE SILENCIAMIENTO DEL RECEPTOR P2Y2.
	3.11.- EFECTO DE LOS DINUCLEÓTIDOS EN LA ETAPA DE DIVISIÓNCELULAR.
	3.12.- ANÁLISIS DE LOS RESULTADOS.

	4.- RESULTADOS
	4.1.- INMUNOCITOQUÍMICA PARA CITOQUERATINA 3.
	4.2.- EFECTO DE LOS DINUCLEÓSIDOS POLIFOSTATO Y NUCLEÓTIDOSEN EL PROCESO DE RE-EPITELIZACIÓN CORNEAL
	4.3.- ESTUDIOS DE MIGRACIÓN CELULAR CON ANTAGONISTAS DERECEPTORES P2.
	4.4.- ANÁLISIS DE LOS DINUCLEÓTIDOS POR HPLC.
	4.5.- ESTUDIOS DE MIGRACIÓN CON INHIBIDORES DE LAS RUTASINTRACELULARES.
	4.6.- ENSAYOS DE MIGRACIÓN CON LAS CELULAS “SIRC”.
	4.7.- ESTUDIOS DE SILENCIAMIENTO DEL RECEPTOR P2Y2.
	4.8.- ESTUDIO DE LOS MECANISMOS INTRACELULARES IMPLICADOS.
	4.9.- INMUNOCITOQUIMICA PARA pERK Y ROCK. ESTUDIO DETRASLOCACIÓN AL NÚCLEO
	4.10. ENSAYOS CITOESQUELETO: FIBRONECTINA / uPA Y FALOIDINA /VINCULINA.
	4.11.- EFECTO DE LOS DINUCLEÓTIDOS EN LA ETAPA DE DIVISIÓNCELULAR.

	5.- DISCUSIÓN
	5.1.- EFECTO DE LOS DINUCLEÓTIDOS EN EL PROCESO DE MIGRACIÓNDEL EPITELIO CORNEAL. RECEPTORES PURINÉRGICOS IMPLICADOS
	5.2.- IMPLICACIÓN DE LAS RUTAS INTRACELULARES DE MAPK Y DELCITOESQUELETO DE ACTINA EN LA ACELERACIÓN DE LA MIGRACIÓNVÍA Ap4A / P2Y2.
	5.3.- IMPLICACIÓN DE LAS RUTAS INTRACELULARES DE MAPK EN ELRETARDO DE LA MIGRACIÓN VÍA Ap3A / P2Y6.
	5.4.- IMPLICACIÓN DEL CITOESQUELETO DE ACTINA EN EL PROCESODE MIGRACIÓN CELULAR.
	5.5.- ESTUDIO DE LA PROLIFERACIÓN CELULAR EN EL PROCESO DECICATRIZACIÓN CORNEAL VÍA Ap4A / P2Y2.

	6.- CONCLUSIONES.
	7.- REFERENCIAS.
	8.- ANEXOS



