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AJ
AMPc
ApsA
ApsA
ApsA
Apr,A
ARN,
ATP
BCA
BCEC
BSA
BPE
CacCl,
DAG
DMEM
DMSO
ECso
ECL

EDTA
ELISA

ERKs
FBS

FITC
GAPDH
HCLE

HPLC

HRP

ABREVIATURAS

Adherens junctions, uniones adherentes
Adenosina-3’,5’-monofosfato ciclico

P!, P3-Di (adenosina-5') trifosfato

P!, P*-Di (adenosina-5') tetrafosfato

P!, P>-Di (adenosina-5') pentafosfato

Diadenosina polifosfatos

Acido ribonucleico mensajero

Adenosina-5'-trifosfato

Bicinchoninic acid, acido bicinconinico

Bovine corneal endothelial cells, células endoteliales corneales bovinas
Bovine serum albumin, albdmina de suero bovino

Bovine pituitary extract, extracto de pituitaria bovina

Cloruro de calcio

Diacilglicerol

Medio Dulbecco modificado

Dimetilsulféxido

Concentracién de agonista que produce el 50% del efecto maximo
Enhanced ChemiLuminiscence, reactivo quimioluminiscente

Acido etilén-diamino tetraacético

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, ensayo por inmunoabsorcion
ligado a enzimas

Quinasas reguladas por sefales extracelulares

Fetal bovine serum, suero fetal bovino

Isotiocianato de fluoresceina
Deshidrogenasa gliceraldehido-3-fosfato

Human corneal-limbal epitelial cells, células epiteliales humanas
limbocorneales

High-pressure liquid chromatography, cromatografia liquida de alta
presion

Horseradish peroxidase enzyme, enzima peroxidasa de rdbano
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Abreviaturas

hTERT

IP3
JAM
KH,PO,
K-SFM
MAPK

MMP
MTT
NazVO,
NaF
NDS
NGS
NP-40
PAGE

PBS
PDZ

PFA
PIO
PKC
PLC
PMSF
PPADS
PSA
RB-2
RIPA

RT- PCR
SDS

Human telomerase reverse transcriptase, telomerasa transcriptasa
inversa humana

Inositol trifosfato

Junctional adhesion molecule, molécula de adhesion intercelular
Dihidrégeno fosfato de potasio

Keratinocyte serum free medium, medio para queratocitos libre de suero

Mitogen-Activated Protein Kinases, proteinas quinasas activadas por
mitégenos

Metaloproteinasa

Bromuro de 3-(4,5-dimetil tiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazoilo
Ortovanadato de sodio

Fluoruro de sodio

Normal donkey serum, suero de burro

Normal goat serum, suero de cabra

Nonidet® P-40 (nonilfenilpolietilen glicol)

Polyacrylamide gel electrophoresis, electroforesis en geles de
poliacrilamida

Phosphate buffered saline, tampon fosfato salino

Tipo de dominio proteico. Las siglas PDZ provienen de las iniciales de
las tres proteinas que se describieron inicialmente con este dominio
(PSD-95; Discs large; Zonula ocludens-1)

p-formaldehido

Presion intraocular

Proteina quinasa C

Fosfolipasa C

Fluoruro de Fenilmetilsulfonilo

Piridoxal fosfato-6-azo (benceno-2 ', 4'-disulfénico)
Persulfato de amonio

Reactivo azul 2

Radio-immunoprecipitation ~ Assay, tampén de ensayo de
radioinmunoprecipitacion

Reaccion en cadena de la polimerasa

Dodecil sulfato de sodio
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Abreviaturas

SDS-PAGE Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones

SIRNA
TBA
TBS
TEER
TEMED
TJ
TRIS
U-0126
UDP
UTP
Z0

desnaturalizantes

ARN interferente de pequefio tamafio

Tetrabutil amonio

Tris-buffered saline

Transepithelial elecrical resistance, resistencia eléctrica transepitelial
N, N, N’, N'-tetrametiletilendiamina

Tight junctions o uniones estrechas

Tris (hidroximetil)-aminometano
1,4-Diamino-2,3-diciano-1,4-bis (2-aminofeniltio) butadieno
Uridina-5"-difosfato

Uridina-5’-O-(3-tiotrifosfato)

Zonula ocludens
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Resumen

RESUMEN

El Ap,4A es una molécula con un amplio papel biolégico en el ojo. Se ha descrito
su implicacién en procesos de secrecion lagrimal, cicatrizacion epitelial, regulacién de
la presién intraocular, y presenta también un papel neuroprotector sobre los terminales

simpaticos que inervan el cuerpo ciliar.

El objetivo de este trabajo ha sido analizar la participacion del Ap,A en otras
posibles funciones a nivel ocular. En concreto se ha estudiado la capacidad de este
dinucléotido para estimular la liberacion de proteinas lagrimales de accién
antibacteriana tales como la lisozima y la lactoferrina. Por otra parte se ha investigado
su efecto como modulador de la funciébn de barrera de la cornea a través de la
regulacion de los niveles de expresion de proteinas constituyentes de las tight
junctions (TJ). Dicho efecto sobre la barrera puede tener una importante repercusion
en la entrada de farmacos y en la consiguiente eficacia terapéutica de los mismos. Por
Gltimo, se ha estudiado la posible implicacién del dinucle6tido en el proceso de
edematizacién descrito en modelos animales glaucomatosos tales como el ratdn

DBA/2J.

Con el objetivo de averiguar si la activacién de Ap,A inducia un efecto sobre la
produccion de dos proteinas antimicrobianas relevantes de la lagrima (lisozima y
lactoferrina) se realizaron ensayos en la lagrima de conejos albinos de Nueva Zelanda,
mediante las técnicas de agar-agar y ELISA. Los resultados obtenidos demostraron
gue ApsA produce un aumento en la concentracion de lisozima y de lactoferrina del
93% y 24%, respectivamente, frente a valores basales, y este efecto esta mediado por

receptores de tipo P2. Teniendo en cuenta la accion antibacteriana ejercida por dichas
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proteinas, este resultado sugiere que la aplicacion tdpica de Ap,A contribuiria a

reforzar la proteccion frente a potenciales infecciones de la superficie ocular.

Por otra parte se ha examinado el efecto que ejerce el Ap,A sobre la funcién de
barrera del epitelio corneal. Con tal fin, se realizaron ensayos in vitro analizando la
posible modificacion de la permeabilidad de la barrera epitelial corneal mediante la
medicion de la resistencia eléctrica transepitelial (TEER), obteniéndose una reduccion
del 68% 2 h después de la aplicacion de Ap4A, indicando un aumento en la
permeabilidad paracelular. Este descenso en los valores de TEER sugirié la existencia
de alguna alteracién en la localizacién y/o expresiéon proteica de las TJ. Por ello se
evaluaron mediante Western Blot los potenciales cambios en tres de las proteinas
constituyentes de las mismas (ZO-1, ocludina y claudina-7) en células de epitelio
corneal humano. La aplicaciéon de Ap4A durante cinco minutos indujo una disminucion
en los niveles de éstas proteinas, detectandose una reduccién de aproximadamente
59% para la proteina ZO-1, 57% de descenso en el caso de ocludina y un 58% de
reduccién para claudina-7 transcurridas dos horas del tratamiento con el dinucledétido.
Este efecto del Ap,A sobre las TJ parece estar mediado por receptores P2Y, y la via
de sefalizacion de las proteinas ERK 1/2, hallazgo que se dedujo mediante ensayos
de silenciamiento con RNAs de interferencia frente al receptor P2Y, y el empleo de

antagonistas especificos para esta ruta de sefalizacion.

Asimismo tanto en el cultivo de células de epitelio corneal humano como en las
preparaciones en plano de cérneas de conejo los estudios de inmunofluorescencia
revelaron una clara disminucién del marcaje de la proteina ZO-1 tras la aplicacion

topica de ApjA.
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Estos resultados condujeron a la evaluacion en ensayos in vivo mediante
conejos albinos de Nueva Zelanda para analizar si el incremento en la permeabilidad
de la barrera inducido por Ap,A podria facilitar el acceso de farmacos al interior del ojo.
En concreto, se ha analizado la presencia de compuestos antiglaucomatosos (como el
analogo de la melatonina 5-MCA-NAT y de los farmacos adrenérgicos brimonidina y
timolol) en el humor acoso de conejos. Cuando se instild Ap,A 2 h antes del
tratamiento con los farmacos fue posible detectar un incremento en los niveles de los
compuestos en el humor acuoso, con respecto a los niveles correspondientes a la
aplicacion de los farmacos solos. Ademas, la aplicacién topica del dinucleétido 2 h

antes aumento el efecto hipotensor de dichos farmacos.

Por dltimo, considerando la accién que el ApsA ejerce en las TJ y en la
formacion de la barrera en el epitelio corneal, se ha investigado si este compuesto
podria también estar implicado en los posibles cambios subyacentes en estas
proteinas en situaciones patoldgicas que afectan a la funcién de barrera del endotelio
corneal y que conducen a un proceso de edematizacion en la cérnea. Para ello se
evaluaron, mediante HPLC, los niveles de este dinucleétido en el humor acuoso de
ratones glaucomatosos DBA/2J, caracterizados por presentar un proceso de
edematizacioén corneal, y de ratones sanos C57BL/6. Concretamente, se emplearon
dos estadios diferentes en ambos modelos de ratén: un estadio de 3 meses en
ausencia de patologia y otro de 15 meses con la patologia avanzada. Estos estudios
demostraron niveles elevados de ApsA en el ratdbn DBA/2J a los quince meses en
comparacion con el ratén control C57BL/6 y con respecto al estadio de 3 meses del
modelo patolégico. Asimismo, a los 15 meses de edad se detectd una alteracion en la
expresion de ZO-1, asi como una reduccion significativa de los niveles proteicos de
dicha proteina en comparacién con el ratén control C57BL/6 (39%) y con respecto al

estadio de 3 meses del raton DBA/2J (55%).

43



Resumen

A modo de conclusion, Ap,A puede reforzar la accién antimicrobiana de la
lagrima al incrementar los niveles de dos proteinas bactericidas clave como son la
lisozima y la lactoferrina. Por otra parte, Ap4A regula la funciéon de barrera corneal al
inducir cambios en los niveles de proteinas integrantes de las TJ epiteliales. Como
consecuencia de estos cambios aumenta la permeabilidad de la barrera, lo que facilita
el acceso de farmacos antiglaucomatosos al interior del ojo, mejorando el efecto
hipotensor de los mismos. Por altimo, Ap4A podria estar implicado en el proceso de

edematizacion observado en el ratobn DBA/2J.
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SUMMARY

ApsA is a molecule with a wide biological role in the eye. It is involved in
processes such as tear secretion, epithelial healing, intraocular pressure regulation,
and it has a neuroprotective role on the sympathetic nerve terminals that innervate the

ciliary body.

The aim of this work has been to analyze Ap,A participation in other possible
functions in the eye. Particularly, Ap,A ability to stimulate the release of some
bactericidal tear proteins, such as lysozyme and lactoferrin has been studied. Also, its
effect as a modulator in the corneal barrier function through the regulation of tight
junctions (TJ) protein levels has been analyzed. This effect on the corneal barrier may
have a significant impact on the delivery of drugs and in their consequent therapeutic
efficacy. Finally, the possible involvement of the dinucleotide in the corneal edema
process described in glaucomatous animal models such as the DBA/2J mouse has

been investigated too.

In order to know if the Ap,A activation induced an effect on the bactericidal
production of two relevant antimicrobial tear proteins (lysozyme and lactoferrin), assays
have been conducted using the tears of New Zealand white rabbits, by means of agar-
agar and ELISA techniques. The results obtained showed that Ap,A produced an
increase in the concentration of lysozyme and lactoferrin (93% and 24%, respectively)
compared to baseline, effects mediated by P2 receptors. Considering the antibacterial
action exerted by these proteins, these results suggest that topical application of Ap,A
would contribute to reinforce the protection against potential infections of the ocular

surface.
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Moreover, the effect that Ap,A had on the barrier function of the corneal
epithelium was analyzed. With this aim, in vitro assays analyzing the possible
modification of the corneal epithelial barrier permeability by measuring the
transepithelial electrical resistance (TEER) was made, obtaining a reduction of 68% 2 h
after Ap,A application, indicating an increment in the paracellular permeability. This
decrease in TEER values suggested the existence of possible alterations in the
localization and/or protein expression of TJ. Therefore, the potential changes in three
TJ proteins (ZO-1, occludin and claudin-7) in human corneal epithelial cells were
evaluated by Western blotting. Application of Ap4A for five minutes induced a decrease
in the levels of these proteins, with a reduction of about 59% for ZO-1, 57% for occludin
and 58% for claudin-7 two hours after the treatment with the dinucleotide. This Ap,A
effect on the TJ occur through P2Y, receptor activation activating ERK 1/2 signaling
pathway stimulation. These findings were verified by silencing assays with specific
interfering RNAs against this receptor and the use of specific antagonists for the

mentioned signaling pathway.

Likewise, in vitro and in vivo whole-mount immunofluorescence studies showed

a clear disruption of ZO-1 distribution protein after topical application of Ap,A.

These results led us to examine if the increase in barrier permeability induced
by Ap.sA could facilitate the access of drugs into the eye by means of in vivo assays
with New Zealand white rabbits. Specifically, the presence of antiglaucomatous
compounds (such as the melatonin analogue 5-MCA-NAT and the adrenergic drugs
brimonidine and timolol) in the rabbit agueous humor was evaluated. When Ap,A was
topically applied 2 h before drug instillation, increased levels of these compounds in the

aqueous humor were found, compared with the application of the drug alone. Topical
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application of Ap,;A 2 h before increased the hypotensive effect of these compounds

too.

Finally, considering the action that Ap,A exerted on the TJ and barrier formation
on the corneal epithelium, it was investigated if this compound could also be involved in
the possible underlying changes in these proteins in pathological situations affecting
the corneal endothelial barrier function that can induce corneal edema. For this
purpose, the levels of this dinucleotide in the agueous humor of glaucomatous DBA/2J
mice, that show corneal edema, and in C57BL/6 healthy mice were evaluated by
HPLC. Two different ages of these mouse models were used, a 3 months, in the
absence of pathology and a 15 months when the disease has been fully established.
These studies showed high levels of this dinucleotide in DBA/2J mice at fifteen months
compared to its C57/BL/6 control mice as well as compared to 3 months of age in the
DBA/2J model. Also, in the advanced 15 months DBA/2J stage, an altered ZO-1
staining pattern and a significant reduction in the protein levels compared to control
C57BL/6 mice (39%) as well as compared to the 3 months DBA/2J mice (55%) were

found.

In conclusion, Ap,A can reinforce the antimicrobial action of tears since it
increases the levels of two antimicrobial key proteins such as lysozyme and lactoferrin.
Furthermore, Ap,A regulates the corneal barrier function by inducing changes in
epithelial TJ protein levels. As a result of these changes, this compound increases the
permeability of the corneal barrier, which facilitates the access of antiglaucoma drugs
into the eye, improving its hypotensive effect. Finally, Ap,A could be involved in the

edema process observed in the DBA/2J mice.
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INTRODUCCION

1. La superficie ocular

1.1. Concepto de superficie ocular

La superficie ocular es una unidad funcional formada por la superficie y el
epitelio glandular de la cdrnea, la conjuntiva, las glandulas lagrimales principal y
accesorias, los parpados y sus glandulas (Meibomio, Moll y Zeis) y el conducto
nasolagrimal. Todos los componentes de dicho sistema estan vinculados
funcionalmente por la continuidad de los epitelios, por la inervacion, y por los sistemas
endocrino, vascular e inmunolégico (Gipson, 2007). Dichas estructuras actian entre si,
produciendo una homeostasis a modo de sistema de mantenimiento y defensa del ojo,
conservando un epitelio corneal integro, una superficie de refraccion corneal lisa y una
pelicula lagrimal estable que lo protege del exterior. La pérdida de dicho
comportamiento homeostatico, y por tanto la disfuncién de la superficie ocular,
produce manifestaciones clinicas muy variadas, como por ejemplo ojo seco, queratitis
infecciosas, queratoconjuntivitis alérgicas, asi como lesiones quimicas y defectos

epiteliales (Leong et al., 2015).

1.2. La pelicula lagrimal

Con su compleja mezcla de proteinas, lipidos, hidratos de carbono y electrolitos
la pelicula lagrimal cubre la cornea y la conjuntiva bulbar y palpebral, presentando
varias funciones importantes: proporcionar lubricacién y humedecer la cérnea, evitar la
desecacion del epitelio de la superficie ocular, ayudar a proporcionar una superficie
lisa para que la luz se refracte, servir de suministro de oxigeno a la cérnea, y

proporcionar proteccion contra una variedad de patdégenos potenciales. Tiene unas 7
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um de espesor, siendo variable debido a su naturaleza fluida y al parpadeo (Montes-

Mico, 2007; McDermott, 2013).

La pelicula lagrimal se dividia clasicamente en tres capas (lipidica, acuosa y
mucinica). Actualmente, no se considera como un triestato de lipidos, agua y mucinas,
sino como una capa acuosa-mucinica (que contiene una mezcla de mucinas,
glicoproteinas, y diferentes componentes acuosos tales como electrolitos y glucosa,
junto con otras proteinas como lisozima y lactoferrina, entre otras) con una capa
lipidica (producida por las glandulas de Meibomio) flotando sobre ella (Society, 2007;
Cher, 2012). La fase acuosa deriva principalmente de la glandula lagrimal principal,
pudiendo también contribuir a su secrecidén la conjuntiva. Las células caliciformes
conjuntivales, asi como las células epiteliales corneales y de la conjuntiva,
proporcionan el componente mucinico (Murube, 2012). La superficie epitelial del ojo
estd expuesta continuamente a patégenos potenciales, de los cuales se defiende
debido en gran parte a la pelicula lagrimal, que contiene un nimero de componentes
antimicrobianos los cuales se renuevan durante el lagrimeo y son capaces de producir
la muerte de los patégenos o al menos inhibir su replicacién. Las principales proteinas
gue forman parte de la lagrima son la lisozima, la lactoferrina, la inmunoglobulina

secretora A (slgA), la albumina de suero, y la lipocalina lagrimal (Kijlstra et al., 1994).

Alexander Fleming fue el primero en demostrar en lagrima humana la presencia
de lisozima, la cual presenta accion bactericida frente a bacterias Gram-positivas,
como Micrococus lisodeikticus, al catalizar la hidrélisis de las uniones 1,4-beta entre el
acido N-acetilmurdmico y N-acetil-D-glucosamina de la cadena principal de
peptidoglicanos de la pared celular bacteriana (Fleming, 1922; Qasba et al., 1997). La
lisozima es secretada por las glandulas lagrimales principales y accesorias,

representando entre un 20% y un 30% aproximadamente de las proteinas totales
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presentes en las lagrimas basales y reflejas (Aho et al., 1996; Sack et al., 2001; Albert,
2008). En el reino animal se han identificado tres tipos principales de lisozima distintas:
la de tipo ¢ (convencional o de pollo), la de tipo g (de ganso) y lisozima de tipo i (de
invertebrados) (Callewaert et al., 2010), las cuales difieren en sus secuencias de
aminodcidos, asi como en sus propiedades bioguimicas y enziméticas. La lisozima de
tipo ¢ ha servido como modelo para estudios sobre la estructura y funcion de la enzima
(lisozima de clara de huevo de gallina (Hen egg white lysozyme o HEWL)). Dicho tipo
de lisozima es producida por la mayoria de los vertebrados, incluyendo mamiferos. La
lisozima humana fue la primera lisozima de mamifero secuenciada y, junto con HEWL,
sirvid como proteina modelo para una amplia variedad de estudios (Peters et al., 1989;
Prager, 1996; Prager et al., 1996). Estudios recientes realizados en lagrima humana
detectaron valores de concentracién de lisozima ¢ de 3.06 + 1.07 mg/ml (Versura et

al., 2013).

La lactoferrina lagrimal, descubierta por Masson en 1966 (Masson et al., 1966)
se produce en las células acinares de la glandula lagrimal, y esta presente en las
lagrimas normales de mamiferos incluyendo los seres humanos (Gillette et al., 1980),
el ganado y los bisontes (Pinard et al., 2003), conejos, perros, gatos, ratones, koalas
(Hemsley et al., 2000) y cobayas (Boonstra et al., 1987). La lactoferrina posee
actividades antiinflamatorias y antimicrobianas, desempefiando un papel esencial en el
mantenimiento de la salud ocular (Arnold et al., 1977; Conneely, 2001; Flanagan et al.,
2009). Constituye aproximadamente entre el 20% y el 30% del total de las proteinas
lagrimales basales y reflejas (Janssen et al.,, 1983; Sack et al., 2001) siendo su
concentracion media en la lagrima humana de, aproximadamente, 2.11 + 0.74 mg/ml
(Versura et al., 2013). La lactoferrina de la lagrima esta constituida por dos regiones
simétricas, poseyendo cada una de ellas un receptor (galactosa-manosa-fucosa, N-

acetilglucosamina y &cido sialico) del hierro, con capacidad de unir reversiblemente
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una molécula de hierro férrico (Fe*"). El hierro es fundamental para el metabolismo y
desarrollo de las bacterias, asi como para su supervivencia y efecto patogénico, y la
lactoferrina reduce la disponibilidad de las bacterias a dicho mineral, limitando asi el

desarrollo bacteriano (Kijlstra, 1990).

Ademas, también presenta una accion bactericida directa siendo capaz de
destruir diferentes microorganismos por un mecanismo distinto del secuestro de hierro,
produciendo alteraciones en la permeabilidad de la membrana bacteriana que
conducen a la pérdida de su integridad. Se cree que, en general, la lactoferrina tiene
un papel microbiostatico en lugar de microbicida en fluidos biolégicos tales como la
lagrima (Alexander et al., 2012). La disminucion de los niveles de lactoferrina se asocia
a una disminucion de la produccion de la glandula lagrimal principal (Danjo et al.,
1994). Se han reportado niveles reducidos de lactoferrina lagrimal en patologias tales
como ojo seco (Mackie et al., 1984; Versura et al., 2010), tracoma (Rapacz et al.,
1988), conjuntivitis vernal, conjuntivitis papilar gigante inducida por lentes de contacto

(Ballow et al., 1987) y cirugia post-operatoria de cataratas (Jensen et al., 1985).

Existen otros componentes lagrimales con propiedades antimicrobianas
(McDermott, 2013), como son la proteina bactericida que incrementa la permeabilidad
(Bactericidal/permeability-increasing protein, o BPI) (Peuravuori et al., 2006; Holweg et
al., 2011), las mucinas (Paulsen et al., 2006; Spurr-Michaud et al., 2007; Mantelli et al.,
2008), los péptidos antimicrobianos (Garreis et al., 2011) o la lipocalina (Sack et al.,

2001; Albert, 2008), entre otros.
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1.3. Lacérnea

La cOrnea es una estructura transparente del ojo cuyas capacidades
refractivas, biomecdnicas y de barrera permiten la interaccion con el medio exterior. Se
trata del tejido ocular que esta sometido a un mayor estrés mecdanico, de ahi su alto
contenido en colagenos fibrilares. Es un tejido heterogéneo (debido a los diferentes
materiales que la componen) y anisétropo (por la disposicion peculiar de sus fibras)
(Peris, 2014). La cornea forma la capa fibrosa del globo ocular, uniendo la esclera con
el limbo esclerocorneal. Es una estructura avascular, altamente inervada (Shaheen et
al., 2014), que se nutre del humor acuoso, de la pelicula lagrimal y de los capilares
limbares, y que elimina los productos de desecho (como el CO, y otros) a través del

endotelio, de la cAmara anterior, o de los vasos limbares (Krachmer, 2011).

1.3.1. Nueva clasificacion histolégica de la coOrnea: las seis capas

corneales

Microscopicamente, la cérnea ha sido estructurada tradicionalmente en cinco
capas: epitelio, membrana de Bowman o lamina limitante anterior, estroma, membrana
de Descemet o lamina limitante posterior, y endotelio. Investigaciones recientes han
demostrado la existencia de una nueva capa corneal entre el estroma de la cérneay la
membrana de Descemet, a la que han denominado “Capa de Dua”, propuesta en 2013

por Harminder Dua (Universidad de Nottingham) (Figuras 1y 3).
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Figura 1. Imagen histoldgica de la cornea (200 X) que muestra las seis capas corneales: epitelio,
membrana de Bowman o lamina limitante anterior, estroma, capa de Dua, membrana de Descemet
o lamina limitante posterior, y endotelio. Imagen obtenida de Fernandez et al., 2008.

1.3.1.1. Epitelio corneal

La superficie epitelial de la cérnea supone la primera barrera respecto al
exterior y es una parte integral de la interfaz formada entre la cérnea y la pelicula
lagrimal, critica para la funcion refractiva del ojo. Se trata de una capa de células
pluriestratificadas y no queratinizadas, con un espesor de 50 a 60 um (Knupp et al.,
2009) caracterizada por una extrema uniformidad de limbo a limbo, y constituye
aproximadamente el 10% del grosor corneal total. El epitelio corneal contiene entre 5 y
7 capas celulares bien diferenciadas en la parte central, aumentando a 8 y 10 capas
en la zona periférica. EI epitelio corneal se recambia constantemente,
aproximadamente en una semana, por descamacion de las células superficiales (Thoft

et al., 1983). Las células epiteliales pueden dividirse morfolégicamente en tres grupos,
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agrupadas por estratos. Del estrato mas interno al mas externo, consta de una Unica
capa interna de células basales (0 columnares), una capa de células intermedias (o
alares) y por ultimo una tercera capa en la superficie de células escamosas, planas o
apicales. Entre todas ellas existen unas uniones intercelulares muy desarrolladas con
membranas celulares interdigitadas, microproyecciones (microvilli) y uniones estrechas
o tight junctions (TJ), que le confieren una gran estabilidad al epitelio, y ejercen a su

vez de barrera anatémica.

Las células basales o columnares

Se encuentran en la capa mas profunda del epitelio, tienen aspecto poligonal, y
son mas alargadas vertical que horizontalmente. Su origen se encuentra en las células
amplificadoras transitorias del limbo esclerocorneal. Se trata de las Unicas células del
epitelio que son activas mitéticamente, diferenciandose y moviéndose apicalmente
para convertirse en una célula intermedia, y posteriormente escamosa, antes de ser
eliminadas por la pelicula lagrimal. Este proceso tiene una duracién de 7 a 14 dias
(Hanna et al., 1961; Wiley et al., 1991). Asimismo, y al igual que otros epitelios, las
células basales se unen entre si utilizando microestructuras que ademas tienen un
papel de comunicacion y formacién de barreras. Son fundamentalmente tres los
distintos tipos de microestructuras que las unen: 1) Desmosomas, los cuales son
interdigitaciones entre las superficies celulares, con varios componentes moleculares
propios; 2) TJ, que suponen una importante barrera intercelular impenetrable a
microorganismos y practicamente impermeable a fluidos, electrolitos y otras
macromoléculas y 3) Uniones gap comunicantes (gap junctions), que forman canales
de iones y moléculas hidrofilicas. Las células basales contienen también
tonofilamentos para mantener la forma celular. Las células basales del epitelio corneal

se unen a una membrana basal que ellas mismas producen, por medio de unos
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complejos de adhesién, que constituyen los hemidesmosomas, los cuales se fijan a
fibrillas de anclaje situadas en la membrana basal, compuestas por colageno VIl, y que
penetran en la estructura del estroma (Krachmer, 2011), finalizando en placas
localizadas compuestas por colageno tipo IV y tipo VII. Dicha membrana tiene un
espesor de 40 - 60 nm, esta formada por una ldmina lacida y una lamina densa, y sus

componentes principales son colageno tipo 1V y laminina.

Las células intermedias o alares

Este tipo de células forman de una a tres capas de células poligonales que
representan un estado intermedio entre las células superficiales escamosas y las
basales, y proceden de la mitosis de estas ultimas. Presentan un didmetro de,
aproximadamente, 12 a 15 ym y se caracterizan por abundantes tonofilamentos
intracelulares de queratina. Las membranas celulares de células intermedias
adyacentes estan conectadas mediante numerosos desmosomas, uniones adherentes

(Adherens junctions, AJ) y uniones gap o gap junctions.

Las células escamosas, planas o apicales en la superficie

A medida que las células se mueven apicalmente desde las capas de células
basales e intermedias, se diferencian finalmente en dos o tres capas de células planas
superficiales escamosas, de forma poligonal. Se caracterizan por tener menor tamafio
y menor niumero de organulos que las otras células epiteliales. En la cara externa de
las células superficiales existen unos procesos, denominados microvilli, que sirven
para incrementar el &rea superficial de cada célula, permitiendo asi un mejor consumo
de oxigeno y adhesioén a la pelicula lagrimal. La membrana apical contiene numerosas

glicoproteinas y glicolipidos (el denominado glicocélix) (Gipson et al., 2003; Guzman-
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Aranguez et al., 2012a; Argueso, 2013). Debido a las cadenas de oligosacaridos que
se encuentran en dicho glicocdlix, la membrana tiene propiedades hidrofilicas, lo que
permite una interaccion mas intima con la capa de mucinas de la pelicula lagrimal, y
una mayor estabilidad de la lagrima. Las células escamosas estan estrechamente

unidas mediante TJ, desmosomas y uniones adherentes.
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Figura 2. Capas celulares del epitelio corneal. Imagen modificada de Del Monte, 2011.

1.3.1.2. Membrana de Bowman o lamina limitante anterior

Bajo la membrana basal del epitelio corneal se encuentra una estructura de
caracter acelular y avascular, denominada membrana de Bowman o lamina limitante
anterior, la cual se encuentra exclusivamente en algunas especies animales, como el
hombre, los primates y algunas aves (Peris, 2014). En realidad no se trata de una
verdadera membrana, sino de una modificacion de la parte mas anterior del estroma
corneal, y presenta un aspecto brillante y liso al observarla macroscépicamente. Su

limite anterior esta bien definido bajo la membrana basal del epitelio corneal, y el
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posterior es mas difuso, introduciéndose sus fibras en el estroma y viceversa,
existiendo una union fuerte entre estas dos estructuras. Su espesor medio es de 8-12
pum (Knupp et al.,, 2009) y estad compuesta por proteoglicanos y microfibrillas de
colageno tipos I, lll, V, VI, VIl y XIll, con disposicién irregular (Komai et al., 1991;

Marshall et al., 1991a; Marshall et al., 1991b; Krachmer, 2011).

Aunque el papel biolégico de esta membrana no esta claramente definido, se
piensa que puede ser importante en mudltiples funciones, como son la estabilidad
biomecanica, la proteccion frente a la radiacion solar y la correcta cicatrizacion
corneal, pudiendo ser responsable del mantenimiento de la uniformidad epitelial y
como medio de separacién entre las células epiteliales y los queratocitos. No se
regenera después de sufrir dafio y algunos autores la consideran un residuo de las

interacciones epitelio-estroma durante el desarrollo embriolégico (Wilson et al., 2000).

1.3.1.3. Estroma corneal

El estroma es una parte de la cornea que supone un 90% del grosor corneal
total (unas 500 um), siendo mayor en la periferia, donde alcanza hasta 700 um
(Hassell et al., 2010). La rigidez del estroma corneal anterior parece ser
particularmente importante en el mantenimiento de la curvatura corneal (Muller et al.,
2001). Esta constituido principalmente por agua (78% de hidratacion), proteoglicanos
(9%) vy fibras de colageno (68%). Las fibras de coldgeno que componen el estroma,
son principalmente de los tipos | y V (Fini et al., 2005), dando lugar a fibras
heterotipicas (Birk, 2001) y, ademas, se piensa que existen otros colagenos del
estroma que pueden ayudar a estabilizar y mantener la estructura corneal (colageno

tipo 11, VI, XllI, XIlII, XV, XVII y XVIII) (Dupps et al., 2006; DelMonte et al., 2011).
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Ademas de colageno, existen principalmente dos tipos de glucosaminglucanos
en el estroma corneal: el queratan sulfato, que esta presente en los proteoglicanos
queratocano (Chakravarti, 2006), lumicano (Kao et al., 2006) y mimecano
(Funderburgh et al., 1997), y el condroitin dermatan sulfato, que forma parte del
proteoglicano denominado decorina (Li et al., 1992). El estroma posterior presenta
mas concentracién de queratan sulfato (mas hidrofilico), y el anterior contiene mayor
concentracion de dermatan sulfato (menos hidrofilico) (Muller et al., 2004). Los
proteoglicanos se unen a las fibras coladgenas de forma ordenada, lo que es esencial
para el ordenamiento y el espaciamiento fibrilar, por lo que se asocian con el
mantenimiento de la transparencia y la resistencia de toda la estructura corneal,
ademas de contribuir al control de la hidratacion corneal debido a su afinidad especial

para adherirse al agua.

Por dltimo, los queratocitos, principal tipo de células del estroma, son células
grandes, planas y estrelladas, con muchos procesos de filopodios que interconectan
con otros queratocitos mediante gap junctions. Ante las agresiones, emigran hacia el
lugar de conflicto para restaurar las estructuras dafiadas. Ademas, la red de
gueratocitos proporciona un medio por el cual los nutrientes y metabolitos pasan hacia
las regiones centrales de la cérnea, y ayudan a excretar los productos de desecho
(Poole et al., 2003). Estan implicados en el mantenimiento del entorno de la matriz
extracelular, sintetizando moléculas de colageno y glicosaminoglicanos y al mismo
tiempo creando metaloproteasas de matriz (MMP) siendo todos estos componentes
cruciales en el mantenimiento de la homeostasis del estroma. La mayoria de estos
gueratocitos residen en el estroma corneal anterior y contienen proteinas cristalinas
corneales, las cuales parecen ser responsables en la reduccion de la retrodispersion
de la luz de los queratocitos y el mantenimiento de la transparencia corneal (Jester et

al., 1999).
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1.3.1.4. Capa de Dua

Se trata de la sexta capa descubierta en la cérnea, sugerida por cientificos de
la Universidad de Nottingham (Reino Unido) en estudios realizados en 2013, tomando
su nombre en honor a su descubridor, el oftalmélogo Harminder Dua (Dua et al.,

2013). Es una capa de caracter acelular, situada entre el estroma y la membrana de

Descemet y es muy resistente e impermeable al aire, a pesar de su delgadez.

Figura 3. (A) Micrografia electronica de transmision: Capa de Dua. (B) Inmunohistoquimica
mostrando colageno tipo | (4 X). Imagenes obtenidas de Dua et al., 2013.

Su descubrimiento surgié tras el analisis de discos esclerocorneales de
donantes humanos, inyectando aire en el estroma corneal como en una queratoplastia
profunda lamelar anterior con la técnica de burbuja grande (Big bubble technique, BB).
Se demostré la existencia de una capa pre-Descemet (capa de Dua) en la cornea
humana después de obtener tres tipos de burbujas grandes, la primera tras
descamacion de la membrana de Descemet, seguido de otra burbuja grande y una
tercera burbuja que se infl6 para medir la presion del estallido. Los estudios
histolégicos confirmaron que la escisibn se produjo mas alla de la dltima fila de
gueratocitos, revelando la capa de pre-Descemet, con un espesor de 10.15 + 3.6 ym

(en un rango desde 6.3 hasta 15.83 uym) (Dua et al., 2013). La capa de Dua esta
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compuesta por laminas de haces de colageno (de cinco a ocho, y predominantemente
de tipo 1) dispuestas en sentido longitudinal, transversal y oblicuo. Se cree que su
reconocimiento tendra un impacto considerable en la cirugia corneal y la comprension
de la biomecanica corneal y la patologia corneal posterior como la hidropesia aguda,

el descematocele y las distrofias de la capa pre-Descemet.

1.3.1.5. Membrana de Descemet o |lamina limitante posterior

Es una membrana muy elastica y fuerte, localizada entre el estroma posterior y
el endotelio. Es una capa acelular, compuesta principalmente de colageno de tipo IV,
VIl y glicoproteinas (fibronectina, laminina, trombospondina). Es secretada por las
células endoteliales, y se hace més densa con la edad. En el adulto puede alcanzar un
grosor de 8 a 10 um, siendo una de las membranas basales més gruesas en el cuerpo

(Krachmer, 2011).

1.3.1.6. Endotelio corneal

Se trata de una monocapa de células cuboideas de 4-6 um (Knupp et al., 2009)
que forman un mosaico hexagonal. El endotelio deriva de la cresta neural y tiene una
capacidad proliferativa in vivo limitada (Amann et al., 2003). Al no regenerarse las
células endoteliales en adultos, se produce una pérdida de poblacion celular con la
edad, asi como una disminucion de su grosor al estar obligadas a cubrir toda la
superficie corneal posterior (Hassell et al., 2010; Qazi et al., 2010). Este
envejecimiento puede darse de forma exagerada en distrofias y como consecuencia
de patologia o cirugia ocular. La existencia del endotelio corneal es fundamental para
la nutricion del estroma corneal, permitiendo el aporte necesario de nutrientes y
regulando el movimiento de agua y sustancias desde el humor acuoso hacia el

estroma. Existe un paso constante (pero regulado por las uniones celulares) de humor
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acuoso a través de los espacios intercelulares hacia el estroma, junto con el transporte
de glucosa, aminoacidos y otros nutrientes esenciales. Debido a este papel del
endotelio de regular la hidratacién y nutricion corneales, las células endoteliales tienen
el nicleo y el citoplasma celular grande, con abundancia de mitocondrias. Ademas, el
endotelio es el encargado de retirar el excesivo fluido acumulado en el estroma,
ocasionado por el paso constante de humor acuoso, participando en la excrecion hacia
el humor acuoso de CO, y otros productos finales del metabolismo, y contribuyendo al
mantenimiento de la transparencia corneal mediante un mecanismo de bombeo (Riley

et al., 1994; Bonanno, 2003; Edelhauser, 2006; Ma et al., 2007).

2. Caracteristicas anatomicas oculares de algunos modelos animales

experimentales y su comparacion con la cornea humana

Para el trabajo con modelos animales experimentales en cornea, es crucial que
dichos modelos compartan caracteristicas histolégicas similares a las de la cornea
humana. En la presente tesis se han elegido el modelo de conejo albino de Nueva
Zelanda y el modelo de raton (utilizdndose, dentro de este Gltimo, las cepas DBA/2J y
C57BL/6J, cuyas caracteristicas especificas se detallaran mas adelante). Se exponen
seguidamente algunos apuntes acerca de la anatomia e histologia corneal de ambos

modelos animales, estableciéndose algunas comparaciones con la cérnea humana.

En el humano, la longitud axial del globo ocular es de aproximadamente 24 mm
y los diametros vertical y horizontal son, aproximadamente, de 11 mmy 12 mm (Knupp
et al., 2009; Augusteyn et al., 2012). Ademas, la cornea humana es mas delgada en su
centro (aproximadamente 500 um), existiendo una amplia variabilidad entre diferentes
individuos y etnias (Doughty et al., 2000; Aghaian et al., 2004; Krachmer, 2011). La

cara anterior de la cérnea tiene una forma esférica o ligeramente toroidea, con un
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radio de curvatura central de aproximadamente 7.8 mm (Courville et al., 2004), y la

superficie posterior presenta un radio de aproximadamente 6.5 mm.

La anatomia ocular del conejo es similar a la del humano, por lo que ha sido
uno de los modelos mas frecuentemente utilizados en la investigacién oftalmoldégica.
Las cérneas de conejo tienen un gran didmetro con radios de curvatura corneales
relativamente menores que los humanos (Bozkir et al., 1997), los cuales varian
dependiendo de la edad y el tamafio de los animales (Tabla 1). A nivel histologico, el
epitelio corneal, la disposicion de laminillas del estroma, y el endotelio de conejo
comparten caracteristicas similares con las cérneas humanas (Ojeda et al., 2001). El
conejo posee un epitelio corneal mas delgado que el del humano, y se compone de
una capa de células basales columnares situada debajo de dos capas de células
poligonales y hasta seis capas de células aladas y escamosas (Gwon, 2008). Aunque
hay algunos grupos de fibrillas, distintas del resto del estroma anterior, las corneas de
conejo no tienen una membrana de Bowman bien desarrollada. El estroma tiene un
espesor de aproximadamente 0.24 mm, y esta formado por fibras de coldgeno de 20 a
30 um, entrelazandose entre si. Del mismo modo, la membrana de Descemet esta
presente, mide aproximadamente 7-8 um (aumentando con la edad) y la disposicion
de colageno es diferente a la que existe en las corneas humanas, lo que puede reflejar

la diferencia en los requisitos biomecéanicos (Ojeda et al., 2001).

Por otra parte, el raton es un modelo animal muy utilizado en el estudio de
enfermedades oculares humanas, incluyendo trastornos hereditarios de la visién, tales
como la degeneracion retiniana, el glaucoma y la neuropatia 6ptica (Chang et al.,
2002; Weinreb et al., 2005; Pang et al., 2007; McKinnon et al., 2009; Johnson et al.,
2010). La secuenciacion de su genoma, la gran variabilidad de cepas transgénicas
diferentes y los knockout disponibles para diferentes tipos de investigacion son las

principales razones de su utilizacién. A pesar de la morfologia diferente entre el
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humano y el raton, el genoma de éste comparte 99% de sus genes con los seres

humanos (Gunter, 2002).

Existen una serie de diferencias entra la cérnea humana y la de raton. Una
desventaja en la utilizacion del ratén en la investigacion de la cornea es que su
diametro corneal es mucho mas pequefio que el del humano (Tabla 1). A diferencia del
humano, la cérnea del ratén es mas gruesa en el centro y mas delgada en la periferia,
teniendo la forma de lente menisco positiva, existiendo cierta discrepancia entre los
diferentes estudios sobre el valor numérico exacto del espesor corneal central global y
el grosor del estroma central en ratones, debido a las variaciones en las técnicas de
medicion y a las distintas cepas de ratones utilizados (Zhang et al., 1996; Jester et al.,
2001; Schulz et al., 2003; Song et al., 2003; Chou et al., 2011) (Figura 4). Por otra
parte, la cérnea de conejo mantiene un espesor uniforme en toda su anchura, siendo
similar a una lente plana (Doughty, 1989). La cérnea de ratén tiene una forma circular,
a diferencia de la humana, la cual es ovalada, y por lo tanto las medidas de los
meridianos horizontal y vertical de la cérnea de ratdn no presentan apenas diferencias

(Henriksson et al., 2009) (Tabla 1).

Periferia Centro

Figura 4. Imagen que muestra la diferencia de espesor entre la cérnea central y periférica en un
ratén C57BL/6. 40 X. Adaptada de Henriksson et al., 2009.

La curvatura de una cornea de raton depende de la cepa de raton, de la edad
de los animales, asi como de las diferentes técnicas en instrumentacion para realizar
las medidas (Chou et al., 2011) (Tabla 1). En el humano, el epitelio corneal representa
aproximadamente el 10% y el estroma el 90% del espesor total de la cornea (Li et al.,
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1997), mientras que en el ratén el epitelio contribuye en un 30% y el estroma en un
70% (aproximadamente) al espesor corneal central y periférico total. Comparado con
el epitelio humano, el epitelio de ratdon consta aproximadamente del doble de capas de
células, debido a una elevacidbn comparativa en el nimero de células escamosas

(Bron, 1997; Bergmanson, 2008).

Las fibras de colageno subepiteliales en el ratbn estan organizadas
aleatoriamente, formando una delgada capa de Bowman, demostrable por microscopia
electrénica (Haustein, 1983) aunque algunos autores no la consideran como tal
(Rehbinder, 1978; Hazlett, 1993). Con respecto al estroma corneal de ratdn, éste se
organiza en laminas que se cruzan entre si en varios angulos mientras permanece
paralelo a la superficie ocular, como es también el caso de la cérnea humana
(DukeElder, 1961; Bron, 1997). Sin embargo, el entrecruzamiento anterior y las
laminillas de ramificacion, asi como las formaciones electrodensas descritas en los
seres humanos no estan presentes en los ratones (Bergmanson et al.,, 2005;
Bergmanson, 2008; Mathew et al.,, 2008). Los queratocitos estan presentes
principalmente entre las laminillas y tienen una morfologia similar a la detectada en

humanos y conejos (Clareus et al., 1857; Doughty et al., 2001).

La membrana de Descemet a nivel del estroma tiene una formacion hexagonal
altamente ordenada de fibras muy finas compuestas de laminina, fibronectina y
colageno de tipo IV, y frecuentemente presenta un aspecto congregado (Rehbinder,
1978; Beuerman et al.,, 1996). La membrana de Descemet termina en la unién
corneoescleral, justo anterior de la malla trabecular, siendo, en muchos casos, una
terminacion gradual en ratén (Smith, 2002). La estructura corneal del endotelio de
raton se asemeja mucho a la del humano (Bron, 1997; Bergmanson, 2008) y a la de

conejo (Prince, 1964; Doughty et al., 1997).
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Tabla 1. Estudio comparativo de algunos de los pardmetros oculares en humano, conejo y ratén.

ESTRUCTURAS

HUMANO

(6{0]\\|=N]0)
GLOBO OCULAR

RATON

Longitud axial

24.44 +1.03 mm
(Augusteyn et al.,

15.12 + 0.51 mm
(Bozkir et al., 1997)

3069 £ 43 um - 3827 +43 pm
(Chou et al., 2011)

2012)
CORNEA
» 11.5-12 mm Sin diferencias entre el diametro
Diametro (Rufer et al., 2005; 13.41+0.34 mm horizontal y el vertical
horizontal " ’ (Bozkir et al., 1997) .
Knupp et al., 2009) ' (Henriksson et al., 2009)
11 mm Sin diferencias entre el didmetro
Diém.etro (Rufer et al., 13.02 £ 0.30 mm horizontal y el vertical
vertical 2005; Knupp et al., (Bozkir et al., 1997) (Henriksson et al., 2009)
2009)
i 7.8 mm
gﬁ‘\j/ftfrz (Counvile et a 7.26 +0.26 mm 1301 + 76 pm - 1474 + 40 (Chou
urvi y .
A —— 2004) (Bozkir et al., 1997) etal., 2011)
Espesor epitelial central:
(37.12+ 2.3 pm-51 pm)
e 50 -60 uym 26.1 um - 42.8 um Espesor epitelial periférico:
epitelial (Knupp et al., (Goes et al., 2008) (17.86 £6.6 pm -22.39 £2.5 um)
2009) (zhang et al., 1996; Henriksson et
al., 2009)
535 + 20 ym 106.00 pm £ 3.45 pm - 170 pm
Espesor (Doughty et al (341114 ym-404+ | (Zhangetal., 1996; Schulz et al.,
T goo):)) ” 12 um) 2003; Henriksson et al., 2009;
(Riau et al., 2012) Lively et al., 2010)
Espesor 657 £ 71 um 450 um 68.00 £ 6.8 pm - 90.55 + 1.9 um
corneal (Doughty etal., Davis, 1029 Henriksson et al., 2009
periférico 2000) (Davis, ) (Henriksson et al., )
4-6pum
Endotelio . H | 2.6 ym 2.15 ym
corneal ( n;ggge)t al, (Doughty et al., 1997) (Henriksson et al., 2009)

3. Funciones principales de la cOrnea

La cornea es un tejido altamente diferenciado, con una elevada regularidad y

uniformidad, lo que permite la refraccion y la transmision de la luz, dos de sus

principales funciones junto a la de proteccién de las estructuras oculares internas,
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ejerciendo como barrera entre el ojo y el medio ambiente (Bennett, 2004; Krachmer,

2011).

En concreto, supone una barrera metabdlica, regulando el paso de liquidos y
de ciertas sustancias, y también actia como barrera frente a agentes externos.
Asimismo, muestra una gran resistencia a la abrasion del parpadeo o de las lentes de
contacto gracias a su denso entramado intercelular, asi como una capacidad de

cicatrizacion rapida.

3.1. Refraccién corneal

Constituye el principal elemento refractivo del ojo, tratAndose de una lente
concavo convexa que contribuye aproximadamente a 43 de las 60 dioptrias (D) del
sistema éptico ocular, representando aproximadamente el 70% de la refraccion total,
debiendo mantener sus superficies refractivas curvas regulares y lisas, asi como una
perfecta transparencia (Courville et al., 2004). La superficie anterior de la cornea se
caracteriza por su asfericidad, tendiendo a disminuir su curvatura hacia la periferia
para corregir la aberracion de esfericidad, y la cérnea central es la que mas interviene
en la imagen foveal, siendo la dilatacién pupilar el factor determinante del grado de

participacion de la cérnea periférica.

3.2. Transparencia corneal, transmision de la luz

La cérnea es una “ventana” de tejido conectivo transparente situada en la parte
frontal del ojo, y dicha transparencia se debe a tres hechos: 1) todas las fibras de
colageno corneales tienen un didmetro uniforme constante; 2) estdn regularmente
espaciadas unas de otras y se disponen paralelamente a la superficie de la cérnea; 3)
la cornea esta relativamente deshidratada en comparacibn con otros tejidos
conectivos, como la esclerética. El epitelio es el lugar de mayor absorcién de luz por la

cérnea, principalmente para las longitudes de onda cortas (McMenamin PG, 1997).
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Debido al minimo espesor corneal, al diametro constante y a la disposicion de las
fibras de colageno del estroma, la luz se transmite adecuadamente sin sufrir pérdidas
significativas a su paso por la cérnea, estando comprendida la capacidad de
transmision de luz por la misma entre los 310 nm (radiacion ultravioleta) y los 2.500

nm (radiacion infrarroja).

3.3. Funcién de respuesta ante agresiones

La cérnea estd expuesta a agresiones naturales (traumatismos) o iatrogénicas
(cirugia, laseres, lentes de contacto), que pueden desencadenar una respuesta de
cicatrizacidon por parte de la cérnea, siendo éste un proceso complejo, debido a la
organizacion estricta de su estructura. La renovacion epitelial se produce cada 7 dias
(Thoft et al., 1983) pero ante una erosion o un defecto se inicia una reaccién que
consiste en tres fases diferentes: 1) la fase latente, periodo de 4 a 6 horas donde se
eliminan los restos celulares, las células se redondean y se reducen los
hemidesmosomas del area de la lesiébn (Dua et al.,, 1994); 2) la fase de migracién
celular, que dura entre 24 y 36 horas, donde se acelera la movilidad celular y se llega
a cubrir en poco tiempo la pérdida de tejido, recuperandose el efecto de barrera
gracias a un incremento de la superficie celular y a la formacion de fibrillas vy
filamentos, y donde la fibronectina parece tener un papel fundamental, permitiendo
una fuerte union celular con la membrana basal (Gipson et al., 1993); 3) la fase de
proliferacion celular, donde se activan las células primordiales del limbo,
desarrollandose los complejos de unién con la membrana basal y restableciéndose las
terminaciones nerviosas. Tras producirse una lesion en el estroma se liberan
citoquinas que provocan el movimiento de los queratocitos hacia los margenes de la
herida, formandose de nuevo tejido colageno y mucopolisacéridos. En este proceso
las células pierden su especializaciéon y liberan sustancias que son comunes a otras

heridas producidas (Duran de la Colina).
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3.4. Funcion de barrera de la cérnea: transporte a través de las rutas

transcelular y paracelular

La cornea es una barrera quimica y mecanica que impide el paso de cualquier
compuesto extrafio (incluyendo farmacos) en el ojo, siendo necesarios mas estudios
para conseguir una mayor comprension de los factores que limitan la penetracion de
dichos agentes extrafios a través de su estructura (Mun et al., 2014). En muchos
casos, la disfuncién de esta barrera conduce a enfermedades clinicas, tales como 0jo
seco, queratitis infecciosa, queratoconjuntivitis alérgica, lesion quimica, y defectos
epiteliales persistentes. El epitelio corneal es la principal barrera que restringe la
absorcion de farmacos en el ojo (Jarvinen, 1995; Swarbick, 2001), mientras que el
estroma y el endotelio ofrecen menor resistencia a la permeabilidad transcorneal de
moléculas polares y cargadas, que, sin embargo, inhiben la penetracién de
compuestos altamente lipofilicos al ser capas esencialmente acuosas (Huang et al.,

1983; Huang et al., 1989).

La funcién de barrera de la superficie ocular se define como la permeabilidad
de la cérnea y el epitelio conjuntival al agua y grandes solutos, incluyendo iones, y
esta determinada por componentes epiteliales y subepiteliales. La pérdida de dicha
barrera puede desencadenar el posible paso de entidades de mayor tamafio, como
agentes patégenos. En los epitelios, el transporte de iones, solutos y agua se realiza

por medio de las rutas transcelular y paracelular (Kapus et al., 2006) (Figura 5).
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Adherens
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Figura 5. Representacion esquematica de la funcién de barrera de la cornea. Transporte a través de
las rutas transcelular y paracelular. Imagen adaptada de Johnson, 2005.

La permeabilidad transcelular es el movimiento de iones o0 moléculas a través
de transportadores apicales y basolaterales o de canales a través de la membrana,
siendo muy limitada la literatura sobre dicho transporte en la superficie ocular. En el
epitelio corneal, diversos estudios han sugerido ademas la contribucion de las mucinas
transmembrana y su glicocalix en la formacion de una barrera que limita el transporte

transcelular (Argueso et al., 2009; Guzman-Aranguez et al., 2012a).

La permeabilidad paracelular, por otro lado, es la difusion de los iones o
moléculas a través del espacio intercelular, impulsado por el gradiente electroquimico
transepitelial (Hu et al.,, 2013). Se compone de complejos constituidos por uniones
estrechas, formadas predominantemente por proteinas como la ocludina, las claudinas

y las zonula ocludens (Fischbarg et al., 2006).

72



Introduccién

4. Sistemas de unién celulares

4.1. Estructura y funcion de las uniones intercelulares

Las interacciones célula-célula son de crucial importancia, ya que actian a
modo de barreras que modulan el paso selectivo de moléculas, iones, agua e incluso
células, contribuyendo a mantener la homeostasis en el cuerpo (Cummins, 2012). En
los tejidos epiteliales estas uniones intercelulares se caracterizan por presentar un
complejo apical que contiene TJ, AJ, y desmosomas, donde cada una de ellas posee
caracteristicas morfologicas y funcionales Unicas (Dejana et al., 2008). Las TJ estan
formadas por microdominios de la membrana plasmatica, compuestos de mudltiples
puntos fusionados (kissing points) entre las caras exteriores de las membranas
plasméticas de células adyacentes, de tal manera que rodean el polo apical de cada

célula en forma de una franja continua (Ban et al., 2003).

Las uniones estrechas tienen dos funciones, principalmente. Por un lado actdan
impidiendo la mezcla de proteinas de membrana entre la membrana apical y la
basolateral (fence function). Por otro lado, Diamond acufié la expresion de gate
function refiriéndose a la capacidad de las TJ para regular especificamente el
transporte paracelular entre las células, haciendo referencia a la capacidad de las TJ
para restringir los procesos de difusién paracelular y para permitir selectivamente el
transporte paracelular de ciertos iones (Diamond, 1977). Hasta la actualidad se han
identificado una gran cantidad de proteinas que componen las TJ, englobandose
dentro de tres grupos: proteinas integrales de membrana, proteinas citoplasmaticas

asociadas a la periferia y proteinas de sefializacién.

73



Introduccién

1) Proteinas integrales de membrana

Las proteinas integrales de membrana o transmembrana son los Unicos
componentes de las TJ que tienen porciones intra y extracelulares. Dentro de este
grupo, existen proteinas transmembrana de dominio Unico incluyendo las moléculas
adhesivas de conexion (Junctional adhesion molecule o JAM, Crb3 y CAR), proteinas
transmembrana de dominio triple, y por ultimo, las proteinas transmembrana con
cuatro dominios, como son la familia de las claudinas y las proteinas marvel asociadas
a TJ (TJ-associated marvel proteins o TAMPS) que incluyen ocludina, tricelulina, y

MarvelD3.

Ocludina fue la primera molécula de las TJ identificada como proteina integral
de membrana (Furuse et al., 1993). Con un peso aproximado de 65 kDa, presenta
cuatro dominios transmembranales, un dominio carboxilo-terminal largo y uno amino-
terminal corto, ambos citoplasmaticos, asi como dos asas extracelulares similares en
tamarnio y ricas en residuos de tirosina (Balda et al., 2008) (Figura 6). El dominio de la
region carboxilo-terminal de ocludina interactlla con otras proteinas constituyentes de
las TJ, como ZO-1, ZO-2 y ZO-3 (zonula ocludens 1, 2 y 3), siendo importante para la
regulaciéon de las mismas (Feldman et al., 2005; Cummins, 2012). En el epitelio y
endotelio corneales se ha identificado RNAmM de ocludina en cultivos primarios de
células epiteliales y endoteliales corneales humanas (Chen et al., 2007). Asimismo, se
ha comprobado mediante inmunohistoquimica la expresién de ocludina en las areas
de contacto célula-célula, tanto en humano (Ban et al., 2003) como en conejo (Chen et

al., 2012) y en ratén (Sosnova-Netukova et al., 2007).
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Figura 6. Representacién esquematica de ocludina. Posee un extremo carboxilo terminal rico en
residuos de serina, treonina y tirosina para la fosforilacion, asi como dominios (coiled-coil domain) que
interactdan con otras proteinas constituyentes de las TJ. Imagen obtenida de Hu et al., 2013.

Claudinas

Hasta la actualidad se han identificado 27 componentes de la familia de las
claudinas en mamiferos, con pesos moleculares comprendidos entre 20 y 34 kDa (Lal-
Nag et al., 2009), tres de los cuales se han incluido recientemente (Wu et al., 2006;
Mineta et al., 2011) aunque existe desacuerdo en cuanto a que todos deban ser
clasificados como claudinas (Maher et al., 2011). Las claudinas contienen cuatro
dominios transmembrana, dos bucles extracelulares y regiones citoplasmicas amino y
carboxi-terminales (Figura 7). Dichas regiones carboxi-terminales, tienen dominios
PDZ (cuyo nombre procede de las tres proteinas donde se identificaron en primer
lugar: PSD-95, Discs large y ZO-1) que interactian con las proteinas citoplasmicas de
andamiaje ZO-1, -2, -3, la proteina MUPP-1 (multi-PDZ domain protein 1) y PATJ
(PALS1-associated TJ protein) (Hamazaki et al., 2002; Storrs et al., 2007; Findley et
al.,, 2009; Lal-Nag et al., 2009). La distribucién de las isoformas de las claudinas

depende en gran parte de las caracteristicas del tejido u 6rgano del que se trate.
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Figura 7. Representacion esquematica de claudina. Posee un extremo carboxilo terminal, el cual
puede ser fosforilado, asi como dominios PDZ que pueden unirse a otras proteinas constituyentes de las
TJ (como ZO-1, -2, -3, MUPP-1 y PATJ). Imagen obtenida de Hu et al., 2013.

En el epitelio corneal humano se han identificado mediante RT-PCR las
claudinas 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9, 14, 15, 22, 23, y 24, comprobandose mediante
inmunohistoquimica la expresién de las claudinas 1, 3, 4, 7, 11, 14 y 23 (Yi et al.,
2000; Ban et al., 2003; Yoshida et al., 2009; Inagaki et al., 2013). Asimismo, se ha
demostrado mediante inmunohistoquimica la expresion de claudina-1 en el epitelio
corneal de conejo y de ratén (Sosnova-Netukova et al., 2007; Chen et al., 2012). En el
caso del endotelio corneal humano, se han identificado también mediante
inmunohistoquimica y RT-PCR las claudinas 1, 2, 4, 7, 10, 11, 15, 22 y 23,
observandose, ademas, los transcritos de las claudinas 3, 10b y 24. En el caso del
estroma, se han descrito mediante RT-PCR las claudinas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10b, 11,
12, 14, 15, 22, 23 y 24 (Inagaki et al., 2013), identificAndose, ademas, la claudina 14

mediante inmunodeteccion.

76



Introduccién

2) Proteinas citoplasméticas asociadas a la periferia de la membrana

La familia de proteinas denominada zonula ocludens (ZO) esta compuesta por
tres variantes, ZO-1, Z0-2 y Z0O-3, que son proteinas citoplasmaticas asociadas a la
periferia de la membrana, pudiendo ser también componentes de las AJ (Fanning et
al., 2009; Bauer et al., 2010). ZO-1 fue el primer componente de las TJ en ser
identificado y cuenta con una masa molecular de 220 kDa (Stevenson et al., 1986).
Existen dos variantes de la proteina ZO-1, resultado del corte alternativo de intrones
(splicing), que se diferencian por la presencia o ausencia de un dominio de 80
aminoacidos denominado dominio a. La isoforma que contiene dicho dominio a+ esta
presente en las células epiteliales, mientras que la isoforma a- se limita a las células

endoteliales y células de Sertoli (Balda et al., 1993).

Cuando se inmunoprecipitd ZO-1, con ella coprecipitaron otras dos proteinas
con masas moleculares de 160 y 130 kDa, que también mostraron localizacién
especifica en las TJ, por lo que estas proteinas fueron designadas como Z0O-2 y ZO-3

(Jesaitis et al., 1994; Haskins et al., 1998).

Z0O-1 es un componente universal de las TJ e interacta con madltiples
proteinas que forman parte de las uniones estrechas, desempefiando un papel
relevante en el mantenimiento de la funcion de barrera (Hartsock et al., 2008).
Mediante inmunodeteccion se ha demostrado la expresion de ZO-1 en el epitelio
corneal humano, formando anillos continuos alrededor de las células epiteliales (Ban
et al., 2003; Yanai et al., 2009), asi como en el epitelio corneal de conejo (junto a ZO-
2) (Chen et al., 2012) y de ratén (Sosnova-Netukova et al., 2007). Asimismo, se ha
detectado la expresion de dicha proteina en el endotelio corneal humano (Mandell et
al., 2007; He et al.,, 2011), de conejo (Mandell et al., 2006) y de ratén (Sosnova-

Netukova et al., 2007) (Figura 8).
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Figura 8. (A) Representacion esquematica de las TJ. Imagen adaptada de Hideki Chiba (2007). (B)
Células endoteliales de raton unidas mediante zonula ocludens (flecha negra). Imagen obtenida de
Henriksson et al, 2009.

3) Proteinas de sefializacion

El tercer componente del grupo de proteinas que conforman las TJ son las
proteinas de sefializacion, que pueden estar relacionadas en el ensamblaje de las
uniones, ademas funcionan como moléculas de sefializacion intracelular y como
factores de transcripcion de diferentes genes como es el caso de B-catenina'y ZONAB

(factor de transcripcion asociado a ZO-1) (Itoh et al., 2003).

4.2. Factores moduladores de las TJ

4.2.1. Vias de sefalizacion intracelulares

Las uniones intercelulares no son estaticas, sino que estan constantemente
reguladas por estimulos intracelulares y extracelulares, los cuales modifican la
expresion de los componentes de las TJ, o su interacciébn con el citoesqueleto

intracelular, regulando asi la permeabilidad paracelular. Entre las vias de sefializacion
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intracelular que regulan la formacion, el mantenimiento y el ensamblaje de las TJ se
encuentran las proteinas quinasas asociadas a Rho (ROCK), las proteinas quinasas A
(PKA) y C (PKC), y las proteinas quinasas activadas por mitbgenos (Mitogen-Activated
Protein Kinases, MAPK), las cuales modifican el estado de fosforilacién o la expresiéon
de las TJ (Matter et al., 2003; Gonzalez-Mariscal et al., 2008a; Hu et al., 2013). Junto
con dichas rutas de sefializacion intracelular, existen otros agentes y moléculas como
son las metaloproteinasas de matriz, citoquinas, factores de crecimiento y hormonas
gue también median la regulacién de las TJ, y, por lo tanto, la permeabilidad

paracelular.

Proteinas Rho gquinasas (ROCK)

Las proteinas serina/treonina quinasas (Rho quinasas, ROCK) fueron los
primeros efectores identificados y mejor caracterizados de proteinas Rho, cuyas dos
isoformas, ROCK 1y 2, se expresan en células epiteliales corneales humanas (Yin et
al., 2008) entre otros tejidos (Leung et al., 1995; Ishizaki et al., 1996; Leung et al.,
1996; Matsui et al., 1996). Algunos estudios sugieren que ROCK se requiere para el
montaje y mantenimiento de las TJ, probablemente a través de sus efectos en la
organizacion del citoesqueleto de actina durante la formacion de las uniones. Se ha
descrito que la inhibicion de ROCK (mediante el inhibidor Y-27632) deteriora la
formaciéon y mantenimiento de la barrera generada por las uniones estrechas,
detectdndose una disminucion de la resistencia transepitelial asi como interrupciones
en el marcaje de ocludina (Yin et al.,, 2008). Del mismo modo, en la morfologia de
cultivos ex vivo e in vitro de células endoteliales humanas (Human corneal endothelial
cells, HCEC), el compuesto Y-27632 produjo cambios morfolégicos con pérdida de la
forma poligonal y bordes celulares irregulares en el patrén de expresion de ZO-1, en

comparacion con células control (Pipparelli et al., 2013).
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Proteinas quinasas Ay C

El adenosin monofosfato ciclico (AMPc) funciona activando la proteina quinasa
A o PKA, cuya estimulacion produce una mejora en la integridad de la barrera,
disminuyendo la permeabilidad paracelular en el endotelio corneal (Srinivas et al.,
2004). Los efectos de la PKC en la regulaciéon de la permeabilidad paracelular son
diferentes, algunos incluso contradictorios, lo que parece ser debido a sus distintas
isoformas, con diferentes estructuras, sustratos y distribucion celular (Zeng et al.,
2012). Se ha visto que en células endoteliales retinianas humanas microvasculares, la
activacion de PKC-d y su translocacion subcelular desde el citosol a la membrana esta
fuertemente asociada con el aumento de la permeabilidad vascular en la retinopatia
diabética, al disminuir los niveles proteicos de las proteinas ZO-1 y ZO-2 (Kim et al.,
2010). En la cérnea, la activacion de la proteina quinasa C (PKC) por la exposicion de
las células epiteliales corneales humanas cultivadas con el activador forbol 12-
miristato 13-acetato (phorbol 12-myristate 13-acetate o PMA) produce un incremento
en la permeabilidad paracelular y disrupcion de TJ mediante la activacion de MAPK

(Wang et al., 2004).

Via de sefializacion MAP quinasa

Las proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK) son serina/treonina
proteinas quinasas que responden a estimulos extracelulares tales como factores de
crecimiento y estrés, y regulan diversas actividades celulares incluyendo la expresion
génica, la mitosis, la diferenciacién celular y la apoptosis. En los mamiferos estan
presentes cuatro grupos distintos de MAPKSs: las quinasas reguladas por sefales
extracelulares (ERK), las c-Jun quinasas N-terminal (JNKs), las isoformas de p38, y

por ultimo un cuarto grupo llamado ERKS5.
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La ruta de sefializacion de las MAPK es capaz de modular, a nivel ocular, el
transporte paracelular a través de las TJ, produciendo su ensamblaje o disrupcién en

funcién del estimulo, asi como de la MAPK involucrada y del tipo celular (Tabla 2).

Tabla 2. Ejemplos de efectos inducidos por las MAPK sobre las TJ en distintas localizaciones

oculares.
ESTIMULO MAPK TIPO CELULAR/ REFEREN
INVOLUCRADA EFECTO SOBRE LAS TJ MODELO ANIMAL CIAS
Impide la_disrupcion de ZO- | o - o ondoteliales (Shivanna
p38 1 en las zonas de contacto .
CAMP (inhibicion) | célula-célula inducida por | OIS bovinas etal,
TNF-a (BCECs) 2010)
Previene la disminucién de
los niveles proteicos de
Dobesilato de p38 claudina-5 y ocludina, asi Vasos de retina de (Leal et al.,
calcio (inhibicién) como la alteracion en la rata 2010)
localizacién de ZO-1y
ocludina
ERK1/2; . Células endoteliales (Campbell
. Aumenta los niveles .
Endostatina p38 roteicos de ocludina microvasculares de la etal,
(activacion) P retina (RMECs) 2006)
Disminuye la expresion, Linea celular de
HIV-1 ERK1/2 niveles proteicos y RNAm epitelio pigmentario (Bai et al.,
Transactivator Tat (activacion) de las claudinas-1, 3y 4y de la retina humano 2008)
protein aumenta los de claudina-2 (RPE D407)
Inductores de 038 Dlsml_nuye los niveles Ce!u!as endoteliales (Adachi et
estrés (activacion) proteicos y RNAm de retinianas humanas al., 2012)
claudina-5 (HRECs) v
Péptido PHSRN ERK .}I\/li p38; Aumenta los niveles ccofr:l:;z seilltfr}rl:zlne;s (Yanai et
de la fibronectina L, tei RNAmM de ZO-1 al., 2009
(activacion) proteicosy mae (HCLE) )
ERKL/2 Induce la desaparicion de Linea celular de (Miyamoto
PLGF-1 L Z0-1 de los bordes epitelio plgmentarlo etal.,
(activacion) ul de la retina humano 2007
celulares (ARPE-19) )
ERKL/2 Altera la distribucién de zo- | -1ea celular epitelial -, o
PMA (activacion) 1y ocludina corneal humana al., 2004)
y inmortalizada (THCE) v
Pulso p38 ?iggjsyselojcw\éﬂzs Células endoteliales (Li et al.,
electromagnético (activacion) P i y coroideas (RF/6A) 2013)
claudina-5
Cultivos primarios de .
v p imari (Shirasawa
endotelio corneal
C . . et al.,
38 Altera la distribucion celular bovino y células 2013-
TNF-a p L y disminuye los niveles porcinas polarizadas . '
(activacion) . o Rajashekh
proteicos de ZO-1 del epitelio
igmentario de la aretal,
pigmenta 2014)
retina
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Asi, en la cérnea se ha comprobado que la activaciéon de la PKC en células
epiteliales corneales con PMA provoca una disminucion de la TEER a través de la
activacion de ERK 1/2 MAPK (Wang et al., 2004). Otros estudios realizados en células
epiteliales corneales humanas (HCE) demuestran que, la secuencia del péptido
PHSRN de la fibronectina, produce un aumento de los niveles de mRNA y de los
niveles proteicos de ZO-1 a través de la activacion de las MAPK (ERK 1/2, p38, JNK)

(Yanai et al., 2009).

4.2.2. Otros agentes que modulan las TJ

Entre los diferentes agentes que pueden modular la estructura y funciéon de las
TJ estan los factores de crecimiento (Gonzalez-Mariscal et al., 2008b). Asi, por
ejemplo, el tratamiento de células Caco-2 con el factor de crecimiento epidérmico EGF
evita que se produzca la interrupcion inducida por peréxido de hidrégeno en la
organizacion de ocludina y ZO-1 (Basuroy et al., 2006). Por otra parte, otros estudios
muestran que el tratamiento con el factor de crecimiento de hepatocitos HGF
(Hepatocyte growth factor o HGF) en células del epitelio pigmentario de la retina de
vaca, produce una marcada disminucion de los niveles de proteinas constituyentes de
las TJ, como ZO-1 y ocludina, asi como una disminucién significativa en el marcaje de
Z0O-1, ocludina y claudina-1 a las 6 horas después de dicho tratamiento (Jin et al.,
2002). Asimismo, la exposicion de una linea de células humanas del epitelio
pigmentario de la retina (ARPE-19) a condiciones de hipoxia o a insulina induce un
incremento en la expresion del factor de crecimiento placentario PLGF-1 (Placental
Growth Factor-1 o PIGF-1) que, a través de la activacibon de MEK, origina la
desaparicion de ZO-1 de los bordes celulares provocando un aumento de la

permeabilidad transcelular (Miyamoto et al., 2007).
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El calcio, tanto extracelular como intracelular, es otro importante factor
implicado en el mantenimiento de la matriz intercelular de las proteinas constituyentes
de las TJ de muchos tipos celulares. Respecto al calcio extracelular, se ha demostrado
gue en monocapas de células epiteliales mamarias de ratdn cultivadas en medio libre
de calcio, se obtuvieron valores reducidos de TEER, con la disrupciéon de ZO-1, ZO-2 y

ocludina y el resultante aumento de la permeabilidad paracelular (Klingler et al., 2000).

De forma analoga, el ensamblaje y el desensamblaje de TJ y AJ en células BCEC se
produce por una adicion y una reduccién del Ca?* extracelular, respectivamente

(Ramachandran et al., 2010).

El calcio intracelular supone también otro factor significativo en la regulacién de
la integridad de las TJ, siendo critica su regulacion para un funcionamiento normal de
dichas proteinas. La reduccion de calcio intracelular produce cambios en las uniones
de la proteina ZO-1 con la actina, y altera la localizacién subcelular de ocludina (Ye et
al., 1999) en células renales caninas (Madin Darby Canine Kidney Cells, 0 MDCK). Del
mismo modo, la deplecién de los depdsitos de calcio del reticulo endoplasmico altera

la biogénesis de desmosomas y TJ en células MDCK (Stuart et al., 1996).

Ademas, existen otras moléculas y agentes que intervienen en la modulacion
de las TJ, como las metaloproteinasas de la matriz o las citoquinas (Matter et al., 2003;
Matter et al., 2005; Gonzalez-Mariscal et al., 2008a; Capaldo et al., 2009; Blasig et al.,

2011).

Las metaloproteinasas de la matriz (MMPs) también intervienen en la
regulacién de proteinas que forman parte de las TJ en la superficie ocular, procesos
que pueden ser dependientes de galectina o estar regulados por el inductor
extracelular de MMP CD147 (también conocido como EMMPRIN) (Huet et al., 2011;

Mauris et al., 2014). Asi, EMMPRIN induce la expresion de MMP-9, produciendo una
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disminucion en los niveles proteicos y en la expresion de ocludina en la membrana de

las células epiteliales de la cornea humana (Huet et al., 2011).

Las citoquinas pro-inflamatorias (como TNFa, TGFp, IL-13, IL-17, IL-6) son
otras moléculas que alteran el ensamblaje y funcionamiento de las TJ. Estas
moléculas inducen cambios significativos en la expresion de TJ, tanto a nivel de RNAm
como de proteina, asi como cambios en su patrén de localizacion, desencadenando la
alteracion de la integridad de la barrera (Contreras-Ruiz et al., 2012). De modo similar,
la citoquina proinflamatoria IL-13 es capaz de alterar la localizacion subcelular de las
proteinas ZO-1 y ocludina en células de epitelio corneal humano (Kimura et al., 2009),

produciendo la disrupcion de la funcion de barrera.

Por otra parte, se ha comprobado que otros factores como por ejemplo la
hipoxia, pueden inducir alteracién de la funcion de barrera en células epiteliales
corneales humanas (HCE). Tal y como demostraron los estudios de
inmunofluorescencia realizados en dichas células, la hipoxia indujo la pérdida de la
localizacién de la proteina ZO-1 (en los bordes de las células epiteliales adyacentes),
asi como una disminucion de los niveles proteicos (Kimura et al., 2010). Por otro lado,
Yin et al demostraron un aumento de la expresion de ocludina y de la funcién de la
barrera epitelial tras la estimulacion de células de epitelio corneal privadas de suero
con metabolitos de la vitamina D 25 (OH) D3 y su metabolito activo 1.25 (OH) 2D3 (Yin
et al., 2011). También se ha demostrado que la sustancia P incrementa la expresion
de ZO-1 a través de la activacion de las ERK, promoviendo la funcién de barrera en

células corneales epiteliales humanas (Ko et al., 2009).
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5. El sistema purinérgico

Los nucledtidos (monodinucledtidos y dinucle6tidos) son mensajeros
extracelulares con una amplia participacion en procesos bioquimicos y biol6égicos
relevantes en diferentes tejidos, y, en particular, en el ojo, donde, ademas, pueden
presentar distintas aplicaciones terapéuticas. En la década de 1970, se propuso el
papel de los nucleétidos y nucledsidos como mensajeros extracelulares (Burnstock,
1972) y a lo largo de este tiempo su interés cientifico ha ido creciendo
progresivamente hasta la actualidad (Miras-Portugal et al., 1999; Burnstock, 2007b;

Jacobson et al., 2010; Burnstock, 2012; Miras-Portugal et al., 2015).

5.1. Receptores P2: P2Xy P2Y

Los nucledtidos extracelulares actian estimulando receptores purinérgicos de
membrana de tipo P2 en la superficie celular, los cuales transmiten mensajes a la
célula y producen cambios bioquimicos que desencadenan diferentes procesos
fisiologicos. Este grupo de receptores P2 se divide en dos familias, los receptores

ionotrépicos P2X y los receptores metabotropicos P2Y (von Kugelgen et al., 2011).

Los receptores P2X son canales idnicos activados por nucleétidos que median
el paso rapido (milisegundos) y no selectivo de cationes (principalmente Na*, K™ y
Ca?") (Bo et al., 2003) desde el espacio extracelular, produciendo una despolarizaciéon
de la membrana y la posterior activacion de canales de calcio dependientes de voltaje.
Se han identificado siete miembros de receptores purinérgicos de tipo P2X en
mamiferos (la forma de nombrarlos ha sido actualizada por el Comité de Nomenclatura
de la IUPHAR, cambiando su nomenclatura de P2X,; a P2X1-7 (Collingridge et al.,
2009)) y varias formas de combinados de estas subunidades. La clonaciéon de los

receptores P2X ha puesto de manifiesto que todas las subunidades tienen un bucle
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extracelular grande con diez residuos de cisteina, dos dominios transmembrana y
extremos C y N terminales cortos intracelulares de longitudes variables (Silberberg et
al., 2005; Roberts et al., 2006). Son necesarias tres subunidades para la formacion de
un canal funcional nativo, y estos canales estan organizados como homotrimeros o

heterotrimeros (Coddou et al., 2011) (Figura 9 A).

Los receptores P2Y son receptores metabotropicos, miembros de la familia de
receptores acoplados a proteinas G. Contienen siete dominios transmembrana
hidré6fobos conectados por tres bucles extracelulares y tres bucles intracelulares
(Jacobson et al., 2010), con un extremo N-terminal extracelular y otro C terminal
orientado intracelularmente (Figura 9 B). Dichos receptores se acoplan a proteinas de
membrana, como PLC, adenilato ciclasa, o a canales i6nicos a través de la interaccién
con subunidades especificas de las proteinas G, y activan diversos mecanismos de
sefalizacion intracelular (Ralevic et al., 1998; Abbracchio et al., 2003). Hasta la
actualidad, la familia P2Y se compone de ocho miembros (P2Y;, P2Y, P2Y, P2Yg
P2Y,; P2Y1, P2Y.3 y P2Yy,) codificados por genes distintos, y han sido clonados y
caracterizados en tejidos humanos y de mamiferos (Abbracchio et al., 2006;
Burnstock, 2007a). Pueden subdividirse en dos grupos basados en su acoplamiento a
proteinas G especificas. En un grupo se englobarian los receptores P2Y,, P2Y,, P2Y,,
P2Ye y P2Yy,, los cuales se acoplan a proteinas Gq para activar la fosfolipasa C j,
permitiendo la formacién de inositol trifosfato (IP;) y la movilizacién de Ca?
intracelular, y en el otro grupo se incluirian los receptores asociados con proteinas Gi
para inhibir la adenilato ciclasa (P2Y1,, P2Y13 y P2Y14). P2Y1; es el Gnico que puede

acoplarse a través de proteinas Gq y Gs (Jacobson et al., 2012).
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Figura 9. Estructura de receptores P2X y P2Y.

Agonistas de los receptores P2

Los receptores P2X responden principalmente al mononucle6tido adenosina-5'-

trifosfato (ATP) y sus analogos (3’-O-(4-benzoil) benzoil ATP (BzATP), a, B-metileno

ATP (a, B-meATP), B, y-metileno ATP (B, y-meATP) y 2-metiltio ATP (2-MeSATP)),

como ligandos activos. En base a su afinidad por los diferentes agonistas, los

receptores P2X podrian ser clasificados en dos grupos. Por un lado, los receptores

P2X1y P2X83, los cuales presentan gran afinidad por el ATP (baja ECs), activandose y

desensibilizdndose rapidamente, y, ademas, son activados también por a, B-meATP.

Otro grupo de receptores englobaria a P2X2, P2X4, P2X5, P2X6 y P2X7, los cuales

muestran menor afinidad por el ATP, desensibilizacion menos marcada (North, 2002;

Gever et al., 2006; Coddou et al., 2011). Tanto el 2MeSATP (buen agonista de todos

los receptores P2X, asi como de algunos receptores P2Y) como el BzATP (que actua
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sobre algunos de los subtipos P2X) son analogos sintéticos que pueden activar

receptores P2X.

Los receptores P2Y son menos restrictivos que los receptores P2X y se activan
mediante ATP y sus analogos, y, ademas, por nucleotidos tales como ADP, UTP, o
UDP. Las respuestas de los receptores P2Y dependen de su afinidad frente a los
nucledtidos de adenina y uridina, y varian en potencia, dependiendo de la especie. Los
receptores P2Y,; P2Yy; P2Y;, y P2Y,3 son receptores activados de manera selectiva
por nucledtidos de adenina (ATP/ADP). El agonista natural mas potente de P2Y; es
ADP, presentando el compuesto sintético 2-Metiltio-ADP (2-MeSADP) una afinidad por
el receptor diez veces mayor que ADP (Waldo et al., 2004). Otro grupo de receptores
son P2Y, y P2Y, los cuales son activados por nucle6tidos de adenina y de uracilo. En
el caso de P2Y,, tanto UTP como ATP son agonistas con igual potencia, mientras que
UTP es 50 veces mas potente que ATP para P2Y,. El receptor P2Y¢ es especifico para
pirimidinas, selectivo de UDP, y P2Yy, y P2Y,; son activados por ADP y derivados.
P2Y, es activado por UDP-glucosa y otros UDP-azlcares (Abbracchio et al., 2006;

von Kugelgen, 2006; Burnstock, 2007hb).

Ademds de los nucle6tidos comentados, los receptores P2X y P2Y son susceptibles a
la activacion mediante dinucleotidos tales como los diadenosina polifosfatos, cuya
estructura permite su union a diferentes receptores purinérgicos (véase apartado 5.3).
La selectividad de los receptores P2 por estas moléculas depende de la longitud de la
cadena de los fosfatos de las mismas, presentando diferentes perfiles farmacoldgicos,

asi como diferente potencia de accion (Tablas 3y 4).

88



Introduccién

Antagonistas de los receptores P2

Ante la falta de selectividad de antagonistas como suramina, PPADS o RB-2
(reactivo azul 2), no pudiendo discriminar entre los diferentes receptores P2X ni
siquiera entre los dos subtipos P2, se han desarrollado analogos de los mismos con
efectos mas especificos. Modificando la estructura de suramina y PPADS se han
generado antagonistas con mayor selectividad y/o potencia (Gever et al., 2006; Lalo et
al.,, 2008). Asi, por ejemplo, en la actualidad se dispone de antagonistas mas
especificos como: NF449 y RO-1 para P2X1; PSB-1011 para P2X2; A317491, RO-3 y
AF-353 para P2X3 y P2X2/3; 5-BDBD para P2X4, y A740003, A438079, A804598,
GSK314181A, AZ10606120, AZ11645373, AZD-9056 y CE-224535 en el caso de

P2X7 (Tabla 3).

En cuanto a la selectividad antagonista de los receptores P2Y, aparte de los
antagonistas disponibles no selectivos de un Gnico receptor, previamente comentados,
suramina, PPADS y RB-2, se han desarrollado también antagonistas de caracter
selectivo para facilitar la identificacion precisa de receptores P2Y. Por ejemplo, el
compuesto MRS2179 es un antagonista potente y selectivo de P2Y,, y el MRS2567
(andlogo de DIDS 1,2-di-(4-isotiocianatofenil) etano) que inhibe el receptor P2Y; sin
ningun efecto sobre P2Y,, P2Y,, P2Y,y P2Y,;; (Mamedova et al., 2004). Se ha visto
gue los flavonoides bloquean el receptor nativo P2Y, en células NG108-15 de manera
no competitiva (Kaulich et al., 2003). Otros compuesto, como el agente antiplaquetario
clopidogrel (tienopiridina), es un profarmaco cuyo mecanismo de accion esta
relacionado con el receptor del adenosina difosfato (ADP) en las membranas
celulares, y parece actuar como antagonista selectivo de P2Y;, después del

metabolismo hepatico (Marteau et al., 2003).
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Tabla 3. Receptores P2X homoméricos:

principales agonistas,

antagonistas y perfiles

farmacologicos de los diadenosina polifosfatos. Los datos han sido obtenidos de (Guzman-Aranguez
et al., 2007; Syed, 2012; Burnstock, 2014).

AGONISTAS

RECEPTOR

PRINCIPALES (ECso)

ANTAGONISTAS

PERFILES
FARMACOLOGIC
OS PARA LOS
DIADENOSINA
POLIFOSFATOS
(PD2)

BzATP ;LB,y-_meATP 2 ATI.:> = NF449 > IP5| > TNP-ATP > RO ApsA>ApsA>ApsA
oox1 2-MeSATP = a,B-meATP; 0437626 > NF110> NF279, >APsA
PAPET-ATP NF023, RO1; MRS2159 > (Apohy ApeA
PPNDS; Suramina = PPADS agonistas parciales)
ATP = /ZTT';VE 2 2-MeSATP >> PSB-1011 > RB2 = NF279,
- a,-me . E’TVI;CFZmeATP’ iSOPPADS > PPADS > Suramina, AouA
z NF770, NF778, aminoglicosido; Pa
TNP-ATP
2-MeSATP 2 ATP 2 a,B-meATP; | TNP-ATP, isoPPADS > A317491
v PAPET-ATP; BzATP > NF110 > PPADS, Ipsl, rojo
fenol, RO4, RN1838, espinorfina, | ApsA>ApsA>ApsA>
AF353; RO85 ApsA
ATP > q,3-meATP, CTP, 2-
MeSATP; BzATP 5-BDBD >> TNP-ATP, PPADS >
BBG,
P2X4 Potenciacién por Ivermectina, y ApsA>ApIA
Azul de cibacron y RB-2 Paroxetina, fenolftaleina, CORM2,
fluoxetina
PoX5 ATP = 2-MeSATP = ATPyS >> BBG > PPADS > Suramina > RB- | ApsA>ApsA>ApecA>
a,3-meATP; GTP 2; TNP-ATP ApszA
P2X6 Sdélo como heteromultimero S6lo como heteromultimero ApsA
A-740003 > A-438079; BBG; A-
804598; AZ11645373; A-847227,
. AZ-10606120; CBB: Todos
e :':—If: 2-M932_'||:E ~ GSK314181A; GSK1482160; [a concentracion >
P2X7 a,p-meATP = By-me Suramina, PPADS, KN-62 (no

competitivos); KN-04; MRS2427;
RN-6189; GSK1370319; AZ-
109056; AZD-9056; CE-224535;
OXATP

1 mM]
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Tabla 4. Receptores P2Y (principales agonistas, antagonistas, y perfiles farmacoldgicos de los
diadenosina polifosfatos. Los datos han sido obtenidos de (Guzman-Aranguez et al., 2007; Jacobson et

al., 2010; Burns

RECEPTOR

P2Y1

tock, 2014).

AGONISTAS
PRINCIPALES

(ECs0)
MRS2365 > 2MeSADP =

Aps(By) >> ADPBS > ATP >
2MeSATP = ADP

ANTAGONISTAS

MRS 2500 > MRS 2279 >
MRS 2179 > > Suramina >
PPADS; PIT

PERFILES
FARMACOLOGICOS
PARA LOS
DIADENOSINA
POLIFOSFATOS (PDy)

Ap3A>Ap4A>Ap5A:Ap5A>
>Ap2A

P2Y;

2-S-UTP > UTP, MRS2698 >

ATP, INS 365 > INS 37217,

UTPyYS > ATPYS, MRS2768,
Ups-fenil ester

AR-C 126313 > Suramina>
RB-2, PSB-716, MRS2576

ApsA>APsA>APsA>AD3A

P2Y,

2-N3-dUTP > UTPyS, UTP 2
ATP = ApsA, INS365;
INS31217; CTP; ITP

(ATP en humano) > RB-2 >
Suramina, MRS2577, PPADS

P2Ye

MRS 2693 > UDPRS,
PBS0474 > INS 48823,
UpsU, fenacil-UDP >> UDP >
UTP >> ATP, a,-meUDP;
IDP

MRS2578 > RB-2, PPADS,
MRS2567, MRS2575
(humano); Suramina

Ap5A>Ap3A

[a concentracion > 1 mM]

P2Y11

ATPyS AR-C67085MX >
BzATP = ATP, NF546,
NAD", NAADP"; 2MeSATP

NF157 > Suramina > RB-2, 5’-
AMPs, NF340, AMP-a-5

P2Y 1,

2MeSADP = 2MeSATP >>
ADP >> ATP, ADPBS

AR-C69931MX > AZD6140,
INS50589 > RB-2 >
2MeSAMP, AR-C66096,
CT50547, PSB0413, carba-
nucleésidos, MRS2395, AR-
C67085; Clopidogrel;
Tioclopidina; Suramina;
INS49266

P2Y13

ADP = 2MeSADP >
2MeSATP, ATP

AR-C69931MX > AR-C67085
> MRS2211, 2MeSAMP;
PPADS > Suramina

Ap4A

(antagonista, pAy)

P2Y14

MRS2690 > UDP > UDP-
glucosa > UDP-galactosa
>UDP Glucurénico >

UDP-N-acetilglucosamina

No conocidos
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5.2. Receptores P2 en el ojo

El patron de expresién de los receptores P2 varia dependiendo del tejido y tipo
celular (Abbracchio et al., 2006; Burnstock, 2007a; Burnstock, 2007b). En el ojo, se
han descrito receptores purinérgicos P2 en diferentes estructuras oculares, tales como
el epitelio corneal y conjuntival, el endotelio corneal, la glandula lagrimal, los procesos
ciliares, la malla trabecular, y diferentes partes de la retina (Guzman-Aranguez et al.,

2013).

5.2.1. Receptores P2 en la superficie ocular

Distintos receptores P2X y P2Y se expresan en las distintas partes de la
superficie ocular, siendo el mas abundante el subtipo P2Y, identificado en 4reas como
el epitelio y endotelio corneal, el epitelio conjuntival y la glandula lagrimal (Cowlen et
al.,, 2003; Pintor et al., 2004b) (Tabla 5). Entre las funciones asignadas a los
receptores P2X y P2Y, cabe destacar su implicacion en el proceso de cicatrizaciéon
corneal (P2Y, produce una aceleracion de la re-epitelizacion y proliferacion corneal,
mientras que P2Ygralentiza el proceso), estimulacion de la secrecién lagrimal (a través
de P2Y;) y migraciéon epitelial corneal y organizacion estromal, mediante el receptor

P2X7.
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Tabla 5. Receptores purinérgicos presentes en la superficie ocular. Tabla adaptada (Guzman-
Aranguez et al., 2013).

SUBTIPOS

P2

ESPECIES

FUNCION

EPITELIO CORNEAL

REFERENCIAS

P2X5 Rata No determinado (Groschel-Stewart et al., 1999)
Rata, raton y humano Migracion epitelial corneal y (Groschel-Stewart et al., 1999;
P2X7 organizacion estromal Dutot et al., 2008; Mayo et al.,
2008)
P2Y,, P2Y, Conejo, rata y No determinado (Klepeis et al., 2004; Pintor et
humano al., 2004b)
(Cowlen et al., 2003; Klepeis et
Macaco, conejo, rata Aceleracion de la re- al., 2004; Pintor et al., 2004b;
P2Y> y humano epitelizacion y proliferacién Crooke et al., 2008; Mediero et
corneal al., 2008; Mediero, 2010)
P2Ys Conejo, rata 'y Retraso de la re-epitelizacion (Klepeis et al., 2004; Pintor et
humano e incremento de la al., 2004b)
proliferacién corneal
P2Y11 Conejo y humano No determinado (Klepeis et al., 2004)
EPITELIO CONJUNTIVAL
Permeabilizacién de
P2X7 Humano membrana asociada con (Dutot et al., 2008)
patologia iatrogénica
Conejo, macaco y Estimulacién de secrecion (Jumblatt et al., 1998; Cowlen et
P2Y, humano lagrimal al., 2003)
ENDOTELIO CORNEAL
Incremento de la (Jumblatt et al., 1998; Srinivas
P2Y,, P2Y> Bovino concentracion de calcio et al., 1998; Cowlen et al., 2003;
intracelular Gomes et al., 2005)
GLANDULA LAGRIMAL
P2X1, P2X2, Rata No determinado (Hodges et al., 2011)
P2X4, P2X6
Incremento de la (Hodges et al., 2009; Novak et
P2X3, P2X7 Rata concentracion de calcio al., 2010; Hodges et al., 2011)
intracelular y la secrecion de
proteinas
P2Y1, P2Y11, Rata Incremento de la (Ohtomo et al., 2011)
P2Y13

concentracioén de calcio
intracelular
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5.2.2. Receptores P2 en camara anterior y posterior

Los receptores purinérgicos P2X y P2Y estan presentes en los procesos
ciliares y la malla trabecular, lo que sugiere que estos compuestos contribuyen a las
funciones fisiologicas en estas areas, tales como el control de la presion intraocular
(PIO). En concreto, a nivel de los procesos ciliares, se ha demostrado el efecto
hipertensor tras la activacion de los receptores P2Y, por ATP y sus anéalogos, 2-
metiltio-ATP y ATPyS [adenosina-5’-O-(3-tiotrifosfato)] (Peral et al., 2009)) o UTP
(Markovskaya et al., 2008) y sus analogos 2-tioUTP, uridina-5-O-(3-tiotrifosfato)
(Martin-Gil et al., 2012). Asimismo, la estimulacibn que UDP produce en otros
receptores purinérgicos como el P2Yg presentes en los vasos sanguineos de los
procesos ciliares produce vasoconstriccion, disminucion en la produccion de humor
acuoso y disminucion de la PIO (Markovskaya et al., 2008). A nivel de la malla
trabecular, existen receptores P2X y P2Y, cuya activacion facilita la salida del humor
acuoso, produciéndose un efecto hipotensor, como sucede tras la activacion de los
receptores P2Y; (Crosson et al., 2004; Pintor et al., 2004b; Soto et al., 2005; Chow et

al., 2007).

En el cristalino, el estrés osmoético produce la activacion de TRPV4, con la
consecuente liberacion de ATP desde los hemicanales de panexina/conexina. Dicho
ATP liberado estimula a su vez receptores P2Y que activan la bomba Na, K-ATPasa
en el epitelio del cristalino para mantener la transparencia de la lente (Sanderson et

al., 2014).
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5.2.3. Receptores P2 en la retina

Se ha determinado la presencia de diferentes receptores P2 en la mayoria de
los tipos de neuronas y células gliales en la retina de mamiferos, y aunque su papel no
esta bien determinado, existen estudios que muestran la activacion de algunos
receptores P2, tales como P2X7 (Vessey et al., 2012), P2X2 (Kaneda et al., 2010), y
P2Y, (Ward et al., 2008). En la retina, gran parte de los estudios se han centrado en
analizar el papel del receptor P2X7 en esta localizacion. Dentro de las acciones
atribuidas a P2X7, cabe sefialar su implicacibn en la apoptosis selectiva de
fotorreceptores (Franke et al., 2005; Puthussery et al., 2009; Notomi et al., 2011), la
apoptosis de células ganglionares de la retina (Zhang et al., 2006), la posible apoptosis
en el epitelio pigmentado de la retina (Dutot et al., 2008), la acciébn mitogénica de ATP
sobre la tasa de sintesis de DNA en cultivos celulares humanos de células de Muller
(Bringmann et al., 2001), asi como la contraccion de pericitos retinianos (Kawamura et
al., 2003). Por otra parte, también ha sido posible demostrar las funciones que ejercen
otros receptores de tipo P2Y. Asi, por ejemplo, P2Y, contribuye a la homeostasis del
volumen del espacio extracelular, previniendo la hinchazén osmética de las células de

Miiller (Uckermann et al., 2006; landiev et al., 2007; Wurm et al., 2010).

La estimulacién del receptor P2Y,, al igual que P2X7, puede inducir
contracciones de los pericitos retinianos (Kawamura et al.,, 2003), regulando la
actividad del canal de cloro activado por Ca*". P2Y,, ademas, inhibe la formacién de
poros y la muerte celular microvascular producida por P2X en la diabetes retiniana

(Sugiyama et al., 2005).

Se ha sugerido que P2Y, puede ser una buena diana terapéutica en el

desprendimiento de retina, donde se produce una desregulacién transepitelial de
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nutrientes, agua e iones, acumulandose en el espacio subretiniano. La activacion del
receptor P2Y,, mediante ATP o UTP, produce regulacion del flujo de fluidos en la
direccion apical a la baso-lateral en monocapas de epitelio pigmentario de retina en
bovino y rata (Peterson et al., 1997; Maminishkis et al., 2002). Inyecciones intravitreas
con INS37217, agonista de P2Y,, mejoran la reabsorcion del fluido de la retina en
modelos degenerativos de retina con conejo y rata (Maminishkis et al., 2002; Meyer et
al., 2002). Por otra parte, el aumento de la secrecion de IL-8, cuya produccion anormal
puede estar involucrada en una variedad de procesos patolégicos de la retina (Penfold
et al., 2001), esta mediada a través de los receptores P2Y, y P2Y¢ (Relvas et al.,

2009).

5.3. Nucleétidos: su identificacion en las secreciones oculares

Los nucledtidos (tanto mononucle6tidos como dinucledtidos) se han identificado
en distintas secreciones oculares, tales como la lagrima y el humor acuoso (Mitchell et

al., 1998; Pintor et al., 2002a; Pintor et al., 2002b).

Dentro de los dinucledtidos, destaca la identificacion de los diadenosina
polifosfatos en el ojo. Estos compuestos son dinucleétidos de adenina, formados por
dos moléculas de adenosina unidas en las posiciones 5" por un nimero variable de
fosfatos que pueden oscilar entre 2 y 7 (abreviados como Ap,A, n=2-7) (Miras-Portugal
et al.,, 1999). Los diadenosina polifosfatos se identificaron en primer lugar como
nucledtidos citosdlicos, y posteriormente como mensajeros extracelulares,
conociéndose seis dinucleétidos de adenina (Ap.A, ApsA, ApsA, ApsA, ApesA y Ap-/A),
identificados y almacenados en tejidos bioldgicos tales como las plaquetas (Flodgaard
et al., 1982; Luthje et al., 1983), los granulos cromafines medulares suprarrenales

(Rodriguez del Castillo et al., 1988; Castro et al., 1990; Pintor et al., 1991; Pintor et al.,
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1992) y el sistema nervioso central (Pintor et al., 1992; Zimmermann et al., 1993;

Klishin et al., 1994; Pivorun et al., 1996).

En secreciones oculares como la lagrima, se ha detectado la presencia de
ApsA, ApsA y ApsA en lagrima humana y de conejo (ApsA no se identificd en este
Gltimo modelo), mediante cromatografia liquida de alta resolucion (Pintor et al., 2002a;

Pintor et al., 2002b), siendo Ap.A el mas abundante.

Estos diadenosin polifosfato pueden ser liberados a la lagrima como
consecuencia de la ruptura celular, exocitosis neuronal, o dicha liberaciébn puede
deberse al estrés mecéanico producido en el epitelio de la cornea (Srinivas et al., 2002).
En este sentido, existen evidencias que apuntan a una liberacion mecéanica de los
nucleétidos como consecuencia del efecto palpebral en el epitelio corneal,
detectdndose una mayor liberacion de los mismos al incrementarse la frecuencia de

parpadeo (Carracedo et al., 2013).

Ademaés, se ha detectado el incremento en la concentracion de dinucledtidos
en la lagrima de pacientes con 0jo seco, en los cuales un aumento en la frecuencia de
parpadeo es un signo tipico de sequedad ocular, producida para compensar la
inestabilidad lagrimal (Tsubota et al., 1996). En concreto, en estudios realizados en
pacientes con 0jo seco, se detectaron niveles 5, 100 y 42 veces superiores de ApsA en
pacientes con 0jo seco sintomaticos no Sjégren con produccion de lagrima normal,
pacientes con ojo seco sintomaticos no Sjégren con produccion de lagrima baja, y
baja) y en pacientes con ojo seco Sjogren, respectivamente, en comparacién con
individuos normales (Peral et al., 2006; Carracedo et al., 2010). Se estudiaron también
los niveles del dinucleétido ApsA, aumentando los mismos 1.5, 345 y 595 veces en las
mismas situaciones que las especificadas para Ap,A (Peral et al., 2006; Carracedo et

al., 2010). Debido a este aumento de los diadenosina polifosfatos en la lagrima de
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pacientes con la patologia de ojo seco, se han propuesto estos dinucle6tidos como

potenciales biomarcadores moleculares de esta enfermedad (Pintor, 2007).

El humor acuoso es un liquido transparente que aporta nutrientes a las
estructuras intraoculares avasculares (como son la cOrnea y el cristalino). Es
producido en los procesos ciliares y es drenado a través de la malla trabecular, el
canal de Schlemm y las venas epiesclerales (To et al., 2002). En esta secrecion ocular
también se ha detectado la presencia de dinucleétidos. Asi, en el humor acuoso de
conejos albinos de Nueva Zelanda, se identificaron los dinucle6tidos Ap,A (0.34 uM) y
ApsA (0.08 uM) (Pintor et al., 2003b), siendo estos valores de concentracion mas bajos
gue los encontrados en el caso de mononucleétidos como AMP, ADP y ATP (10.4 uM,

1.9 uM y 1.0 uM, respectivamente) (Pintor et al., 2003b).

Por otro lado, en el humor acuoso de pacientes con glaucoma, se descubrieron
niveles 14 y 15 veces superiores de ATP y ApA, respectivamente, en comparacion
con individuos en ausencia de patologia (Castany et al., 2011; Li et al., 2011), lo cual

sugiere la implicacion de estos compuestos en la patologia glaucomatosa.

5.3.1. Ap4sA y su implicacién biolégica en el ojo

La identificacion de nucle6tidos y dinucleétidos en las secreciones oculares, asi
como la presencia de distintos receptores purinérgicos en las diversas estructuras
oculares, sugiere la implicacion de estos compuestos en la fisiologia y bioquimica

ocular. En particular, destaca el papel del Ap,;A entre todos estos compuestos.
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5.3.1.1. Estructura de Ap,A

El diadenosina tetrafosfato, P! ~P*Di (adenosina-5') tetrafosfato o
abreviadamente Ap,A, es un dinucledtido perteneciente a la familia de los dinucledsido
polifosfatos. Esta molécula comprende dos nucledsidos que contienen anillos de
ribosa y adenina unidos por una cadena de cuatro polifosfatos a través de enlaces
fosfo-éster en la posicion 5’ de dos moléculas de ribosa. El Ap,A puede presentar tres
conformaciones principales: apilado, plegado, y abierto, dependiendo de las
condiciones de pH, temperatura e iones metdalicos. La estructura apilada hace
referencia al apilamiento de los anillos de adenina, mientras que la cadena de fosfato
se dobla. El plegado unstacked implica que los fosfatos se pliegan pero los anillos de
adenina no se apilan y sefialan direcciones opuestas (Figura 10). La conformacion
abierta presenta la molécula con la cadena de fosfatos completamente extendidos y
los anillos de purina desapilados. Las diferentes conformaciones determinaran la
habilidad del Ap,A para unirse a diferentes receptores P2. En soluciéon y en
condiciones de pH fisiolégico, Ap,A adopta una conformacioén plegada simétrica con
apilamiento de sus bases (Mayo et al.,, 1990), en la que se estabiliza la molécula
entera a través de interacciones electrostaticas entre la carga negativa de los grupos

fosfato y los anillos de adenina parcialmente cargados positivamente.

En condiciones ligeramente &cidas (pH 4-5) el Ap,A puede presentar una
conformacion unstacked, y a pH<3 los grupos fosfato se protonan y desaparece la
atraccion entre los fosfatos y los anillos de adenina, pasando la molécula a tener una
conformacion abierta. Ademas, cambios significativos en el pH modifican la actividad
de los receptores P2 a los que se unen los diadenosina polifosfatos (King et al., 1996).
Cada uno de los fosfatos de los diadenosina polifosfatos posee una carga negativa, la
cual al formar complejos con cationes divalentes afecta a la unién de dicha molécula
con el receptor. Por ejemplo, se ha comprobado que Mg?* es capaz de unirse a esas
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cargas negativas de los fosfatos para formar complejos con el Ap,A (Westkaemper,
1987). Todo lo anterior puede explicar el hecho de que los diadenosina polifosfatos no
estimulen a los mismos receptores, dependiendo dicha estimulacion de las
condiciones ambientales, del pH, de la longitud de la cadena de fosfatos y de la union

a cationes divalentes.
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Figura 10. Representacion de las estructuras de ApsA: abierta (arriba) y apilada o stacked (abajo).

5.3.2. Principales funciones bioldgicas de Ap4A en el 0jo

Ap,A ejerce diversas funciones en el 0jo, participando en procesos como son la
secrecién y composicion lagrimal, la cicatrizacion y la presion intraocular, todo ello
mediante la activacion de receptores P2X y P2Y (Guzman-Aranguez et al., 2007)

(Figura 11).
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Figura 11. Papel biol6gico de Ap.A sobre la fisiologia ocular.

A continuacion se describen los distintos efectos que ejerce dicho ApsA sobre

la fisiologia ocular.

5.3.2.1. Papel biolégico de Ap4A en la superficie ocular

Accion del dinucleotido Ap4A sobre la secrecion y composicion lagrimal

La produccién lagrimal es uno de los procesos regulados por nucleotidos y

dinucledtidos extracelulares en la superficie ocular de mamiferos y humanos. En

conejos albinos de Nueva Zelanda, Ap,A aumenta la produccion de lagrima un 60%,

en comparacion con los valores basales, y este efecto parece estar mediado por

receptores P2Y, (Pintor et al., 2002b). Ap,A contribuye a la secrecién lagrimal inducida
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por carbacol (agonista colinérgico), cuyo efecto combinado con ATP, ayuda a
mantener la humectacion y salud de la superficie ocular, como muestran estudios

recientes (Fonseca et al., 2015).

Asimismo, otros agonistas del receptor P2Y, también aumentan la produccion
de lagrima en mamiferos. Por ejemplo, en estudios realizados en conejo, los
dinucleétidos ApsA y ApeA produjeron un aumento del 20% en la produccion de
lagrima (Pintor et al., 2002b) y los mononucleétidos UTP y ATP aumentaron alrededor
de cuatro veces la secrecion lagrimal de dichos animales (Murakami et al., 2000); otros
estudios en modelo de rata, reportaron un aumento transitorio de 1.5 veces en la
secrecion lagrimal debido a la accién del dinucleétido diuridina tetrafosfato (Up,U,

INS365) (Fujihara et al., 2001).

La aplicacién de nucleétidos no sélo altera el volumen (agua y electrolitos) sino
gue también afecta a la composicién de la lagrima, modificando el contenido proteico
de la misma. Por ejemplo, agonistas de P2Y, como ATP y UTP, asi como el
dinucledtido de diuridina tetrafosfato Ups,U (INS365 o Digquafosol, de Santen
Pharmaceutical, comercializado actualmente como secretagogo para el tratamiento de
ojo seco (Nichols et al., 2004), aumentan la secrecibn de mucinas en las células

Goblet conjuntivales en animales vivos (Fujihara et al., 2001; Murakami et al., 2003).

Accion del dinucledtido Aps;A sobre la migracion y proliferacion celular

asociadas al proceso de cicatrizacién corneal

El epitelio corneal es susceptible de ser dafiado por diversos factores debido a
su expuesta localizacion en el ojo, siendo regenerado mediante procesos de

cicatrizacion (Dupps and Wilson, 2006). Se ha demostrado la accion del ApsA en la

102



Introduccién

estimulacion de procesos de reparacion de heridas epiteliales corneales (Pintor et al.,
2004a; Mediero et al., 2008). En experimentos in vivo donde se instil6 Ap;A en conejos
albinos de Nueva Zelanda, el dinucleétido produjo un aumento del 130% en la tasa de
cicatrizacion (Pintor et al., 2004a). En consonancia con este hallazgo, Ap,A también
aceleré la tasa de re-epitelizacién en cultivos primarios de células epiteliales corneales
inmortalizadas de conejo. Este efecto parece mediado por receptores P2Y,, como
demostraron estudios farmacoldgicos en los que se utilizaron diferentes antagonistas
de receptores P2 (Pintor et al., 2004a; Mediero et al., 2006). Esta idea fue confirmada
posteriormente por el silenciamiento especifico del receptor P2Y, utilizando RNA de
interferencia pequefo (Crooke et al., 2009). Ademas, se demostré que el efecto sobre
la cicatrizacién corneal inducido por la estimulacion del receptor P2Y, era mediado por
la activacion de la cascada de sefalizacion extracelular mediada por quinasas (ERK),

y la cascada de proteinas quinasas asociadas a Rho (ROCK-1) (Mediero et al., 2008).

Como era de esperar, otros agonistas del receptor P2Y, (tales como los
mononucleétidos ATP y UTP) también estimulan la migracion celular durante el
proceso de reepitelizacidon corneal, tanto in vitro como in vivo e inducen la migracion
celular (Pintor et al., 2004a; Mediero et al., 2008). En particular, UTP incrementd la
tasa de cicatrizacibn un 168% en conejos albinos de Nueva Zelanda, un efecto

mediado por la activacion del receptor P2Y, (Pintor et al., 2004a; Mediero et al., 2006).

Por el contrario, se observo un efecto opuesto con los dinucleétidos ApsA y
ApsA, ya que produjeron un retraso en el proceso de cicatrizacién corneal mediado por

la estimulacion del receptor P2Ys (Mediero et al., 2006).

Asimismo, en experimentos in vitro se ha demostrado que después del
tratamiento con Ap,A, la proliferacion de células epiteliales de la cornea aumentd a las

24 y 36 horas (Mediero, 2010). Dado que el paso final en el proceso de cicatrizacién
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corneal es la iniciacion del proceso mitético de proliferacion celular para restaurar la
capa epitelial de la cérnea, el Ap,A contribuiria no s6lo a la fase de migracién, sino
también a esta etapa proliferativa. Nuevamente, este efecto se produce mediante la

activacion del receptor P2Y,.

5.3.2.2. Papel biolégico de ApsA en la cAmara anterior y posterior del ojo

Una de las funciones mas interesantes del dinucle6tido Ap,A dentro del ojo es
su capacidad de regular la presion intraocular (Guzman-Aranguez et al., 2007),
induciendo una reduccién del 29.6% en la PIO de conejos (Pintor et al., 2003b). Esta
accion esta presumiblemente mediada por receptores P2X, en concreto, P2X2, los
cuales estan presentes en las terminales nerviosas que inervan los procesos ciliares.
La activaciéon de estos receptores mediante Ap,A podria facilitar la liberacion de mas
acetilcolina, produciendo la contraccion del musculo ciliar, la apertura del angulo irido-
corneal y reduciendo la resistencia a la salida del flujo de humor acuoso (Pintor, 2005).
Se ha descrito también que el efecto hipotensor del Ap,A puede ser debido a la
activacion de receptores P2Y,; presentes en la malla trabecular, produciendo un
incremento en el flujo del humor acuoso (Soto et al., 2005). Por el contrario, ApsA
causa un efecto hipertensor en los procesos ciliares mediante el aumento de la
expresion de la proteina acuoporina-1, aumentando el trafico de la misma a la
membrana plasmatica de las células epiteliales ciliares. Este hecho produce la
activacion de receptores P2Y, e incrementa la produccion de humor acuoso, con el

consiguiente aumento de la PIO (Martin-Gil.; Pintor, 2010; Martin-Gil, 2010).

Otros dinucledtidos, como los diinosina polifosfatos, también ejercen un efecto
sobre sobre la PIO en conejos normotensos, tanto aumentandola (diinosina

pentafosfato 6 Ipsl), como disminuyéndola (diinosina trifosfato y diinosina tetrafosfato,
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Ipsl e Ipyl, respectivamente), siendo Ip4l el mas eficaz en la reduccion de la PIO (con

un ECs, de 0.63 uM) (Guzman-Aranguez et al., 2012b).

Por otro lado, se ha propuesto un papel neuroprotector para el Ap;A en la
conservacion de los terminales simpéticos que inervan el cuerpo ciliar frente a la
degeneracién inducida por la aplicacion subconjuntival de 6-hidroxidopamina (6-
OHDA) la cual produce miosis, reflejos pupilares anormales, una caida brusca de la
presion intraocular y la pérdida de marcaje con un marcador de neuronas simpaticas
intraoculares (vesicular monoamine transporter 2 o VMAT2, transportadores
vesiculares de monoaminas-2) (Hoyle et al., 2010). El diadenosin tetrafosfato puede
prevenir la degeneracion producida en los nervios intraoculares, y este hallazgo
sugiere el posible papel del Ap,A en intervenciones terapéuticas para prevenir el

desarrollo del glaucoma asociado a enfermedades neurodegenerativas.

5.3.2.3. Papel biol6gico de Ap.A en el cristalino

El epitelio del cristalino podria estar sometido a cambios producidos en la
concentracion de los dinucleétidos que se encuentran en el humor acuoso, el cual
rodea a la lente. Se han detectado receptores P2Y (P2Y; y P2Y,) mediante RT-PCR e
hibridacion in situ en el cristalino (Merriman-Smith et al., 1998; Collison et al., 2001,
Cowlen et al., 2003). Debido a que el Ap4A es el dinucledtido mas representativo en el
humor acuoso, y conocida su capacidad de estimular ambos receptores, cambios en
su concentracién podrian alterar la concentracion del Ca?* intracelular de las fibras
corticales del cristalino. Ademas, la movilizacion de calcio en el cristalino podria
modular la actividad de diferentes canales de K* (Rhodes et al., 2003) que determinan
el potencial de membrana del cristalino, y canales de CI (Valverde et al., 1992) que

contribuyen a la regulacion del volumen del cristalino y a su transparencia.
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5.3.2.4. Papel biolégico de ApsA en laretina

A pesar de la poca informacion en relacion a la presencia de los dinucle6tidos
en esta estructura, se ha podido comprobar la eficacia de los dinucleétidos en
procesos patolégicos tales como el desprendimiento de retina. Asi, estudios pre-
clinicos realizados con el dinucleétido 2’ deoxicitidina tetrafosfo uridina, dCp4U
(INS37217) han comprobado como dicho dinucledtido, a través de la activacion del
receptor P2Y,, estimula la reabsorcion de liquido retiniano y mejora la reinsercion de la
retina en modelos de desprendimiento de retina en rata y conejo. Dichos estudios
apoyan el uso de INS37217 en la resolucion clinica del desprendimiento de retina y en
la mejora de la recuperacion funcional de esta estructura ocular (Maminishkis et al.,
2002; Nour et al., 2003). Teniendo en cuenta que ApsA también activa los receptores
P2Y,, es posible especular acerca de un comportamiento similar para este

dinucleétido.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

1. Hipotesis

Como ya se ha comentado en la introduccion, son diversas las acciones
biolégicas atribuidas a los nucléotidos y dinucleétidos en la superficie ocular. En este
trabajo se pretende profundizar en el conocimiento de otras posibles funciones que
pueden ejercer estos compuestos en la superficie ocular, tales como su papel como
modulador de proteinas lagrimales de accidn protectora y su efecto sobre la funcién de

barrera de la superficie ocular.

En referencia a su posible accion sobre proteinas de la lagrima, estudios
previos han determinado la capacidad de incrementar el volumen lagrimal y la
secrecion de mucinas por parte de nucleétidos y dinucleétidos que son agonistas del
receptor P2Y,. Por ello es posible sugerir que estos compuestos puedan también
modificar la secreciéon de otras proteinas lagrimales, tales como la lisozima y la

lactoferrina.

Con respecto a la funcién de barrera del epitelio corneal, existe aln hoy en dia
una falta de conocimiento sobre los posibles elementos que podrian contribuir a
modular la funcién de barrera de la superficie ocular, pudiendo desempefiar un
destacado papel en esta regulacion los nucleétidos, en particular el ApsA. Existen
distintas rutas de transduccion de sefiales y segundos mensajeros (proteina quinasa
C, proteina quinasa A, AMP ciclico, calcio...) que pueden regular el ensamblaje de las
TJ en distintos epitelios. En el caso del epitelio corneal se ha demostrado la disrupcion

del ensamblaje de las uniones estrechas y, por tanto, la funcién de barrera de la
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superficie corneal, en células epiteliales corneales humanas, mediante la activacion de
la cascada de las ERK 1/2 MAP quinasas (Wang et al., 2004). Por otra parte, en
estudios previos del grupo se ha demostrado la capacidad del nucleétido Ap,A de
activar esta ruta de sefializacion de las ERK 1/2 mediante la estimulacion del receptor
P2Y, en células de epitelio corneal de conejo (Mediero et al., 2006; Mediero et al.,

2008).

Por ello, nuestra hipétesis de partida se basa en que la activacion de
receptores P2Y, presentes en la superficie corneal inducida por agonistas como el
Ap4A, desencadenaria la activacion de la cascada de las ERK 1/2, lo cual podria
entonces alterar el ensamblaje de las TJ del epitelio corneal. Este hecho afectaria la
permeabilidad de barrera del epitelio corneal y podria tener importantes repercusiones
en la entrada de farmacos de distintos tipos, como por ejemplo farmacos anti-

glaucomatosos, al interior del ojo.

Por otra parte, niveles elevados de ApsA, como los detectados en el humor
acuoso de pacientes con glaucoma (Castany et al., 2011) podrian desencadenar
cambios en las TJ del endotelio corneal, los cuales contribuirian a explicar el proceso
de edematizacion observado en modelos animales glaucomatosos tales como el raton

DBA/2J.

110



Hipdtesis y objetivos

2. Objetivos

1. Analizar si dinucle6tidos agonistas del receptor P2Y, tales como el ApsA
pueden modificar la secrecion de proteinas lagrimales de acciéon antimicrobiana

como lalisozimay la lactoferrina.

Para conocer si el Ap;A es capaz de estimular la produccion de dos de las
proteinas antimicrobianas mas relevantes de la lagrima (lisozima y lactoferrina) se
realizaran ensayos mediante las técnicas de agar-agar y ELISA con tal fin. Las
muestras de lagrima se obtendran de conejos albinos de Nueva Zelanda, los cuales
seran instilados con el dinucleétido, y se examinaran los posibles cambios en la

concentracion de estas proteinas.

2. Evaluar el efecto del Ap,A y otros agonistas del receptor P2Y, en la funcién de

barrera del epitelio corneal.

Para ello se analizara la posible modificacion de la permeabilidad de la barrera
mediante la medicion de la resistencia eléctrica transepitelial en células de epitelio
corneal humano tras la exposicién a estos compuestos. Asimismo, se examinaran los
potenciales cambios en la distribucion y expresion de las proteinas constituyentes de

las TJ, evaludndose las rutas de sefializacion celular que median dichos cambios.
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3. Analizar el efecto de la aplicacién de Ap4A en el acceso a cdmara anterior de

farmacos para el tratamiento del glaucomay en la eficacia de los mismos.

Se aplicaran compuestos antiglaucomatosos (5-MCA-NAT, brimonidina vy
timolol) de manera individual o en combinacién con Ap,A evaluando si la aplicacién del
dinucledtido modifica la concentracion de estos farmacos en el humor acuoso de

conejos albinos de Nueva Zelanda, asi como su accion hipotensora.

4. Estudiar si existe una correlacién entre el proceso de edematizacién de la
cOrnea observado en ratones glaucomatosos DBA/2J y la posible alteracion de
proteinas que forman las TJ tales como la proteina ZO-1, asi como la posible

contribucion del Ap4A en este proceso.

Con tal fin, se analizara la distribucion de una de las proteinas mas relevantes
de las TJ (zonula ocludens-1 o ZO-1) mediante técnicas de inmunodeteccion,
analizando la expresion de la misma en cérneas de ratones C57BL/6 y DBA/2J de tres
y quince meses de edad. A su vez, se analizaran los niveles proteicos de ZO-1 en
dichos animales mediante Western Blot, asi como los niveles de Ap,A y de ATP en el

humor acuoso de los ratones.
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MATERIALES Y METODOS

1. Materiales

1.1. Reactivos y productos quimicos

En las siguientes tablas se detallan los principales reactivos, anticuerpos,
equipos e instrumentacion utilizados.
Tabla 6. Relacion de los principales reactivos y compuestos quimicos utilizados.

REACTIVOS Y COMPUESTOS QUIMICOS PROVEEDOR

AGONISTAS RECEPTORES PURINERGICOS

e ADP; Ap:A; Ap,A; ApsA; ATP; UDP; UTP Sigma-Aldrich
ANTAGONISTAS RECEPTORES PURINERGICOS

e PPADS y Suramina Tocris

e RB-2 Sigma-Aldrich

AGONISTA RECEPTOR MT3

e 5-MCA-NAT Tocris

INHIBIDORES MAPK

e U-0126 Sigma-Aldrich
CULTIVO CELULAR
e CaCl, Panreac
e DMEM F-12; EGF; BPE; K-SFM; FBS; tripsina-EDTA 0.05%; Invitrogen
penicilina-estreptomicina
e DMSO Sigma-Aldrich
e Jet PRIME® DNA Transfection Reagent Polyplus-transfection

e siRNA para P2Y, (experimentos in vitro)

e Cocktail con inhibidores de proteasas (1%) (Halt Protease inhibitor Thermo Scientific

cocktail plus)

e siRNA para P2Y, (experimentos in vivo) Ambion

e 2-Propanol Merck

ELECTROFORESIS Y WESTERN BLOT

e Aprotinina; azul de bromofenol; B-mercaptoetanol; glicina;
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leupeptina; NaF; Na;VO,; trizma base; pepstatina A; PSA; PMSF;
SDS; TEMED

Sigma-Aldrich

Acrilamida-bis-acrilamida; Bradford; patrones de peso molecular
conocido

Bio-Rad

BSA; BCA protein assay kit

Thermo Scientific

Metanol; Tween-20 Merck
Sistema de deteccion quimioluminiscente; membranas de Amersham
nitrocelulosa; peliculas quimioluminiscentes
INMUNOCITOQUIMICA/INMUNOHISTOQUIMICA
Yoduro de propidio; p-formaldehido, triton ™ X-100 Sigma-Aldrich
Medio de montaje Vectashield Vector Lab
Medio de montaje lento DPX Panreac
NP-40 ™ Fluka
Suero de burro; suero de cabra Jackson
Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound Sakura
H.P.L.C.
Acetonitrilo, metanol Scharlau
KH,PO, Merck
TBA Sigma-Aldrich
ENSAYOS DE VIABILIDAD CELULAR
MTT Sigma-Aldrich
ENSAYOS DE LAGRIMA
Cloruro de lisozima de huevo de gallina; Micrococus lisodeikticus Sigma-Aldrich

Kit de ELISA para lactoferrina

Emelca Bioscience

Papeles circulares de filtro de 125 mm de diametro Whatman
Tubos capilares heparinizados con sodio Marienfeld
ENSAYOS CON COLORANTES
Azul de bromofenol Panreac
Azul de Evans Sigma-Aldrich
Hematoxilina Panreac
FARMACOS ANTIGLAUCOMATOSOS
Tartrato de brimonidina (Alphagan®) Allergan
Timolol maleato Sandoz
AGENTES ANESTESICOS Y PARA EUTANASIA
Clorhidrato de medetomidina (Domtor®, 1mg/ml) Esteve

Hidrocloruro de atipamezol (Antisedan®, 5 mg/ml)
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e Hidrocloruro de Xylacina (Rompun®) 2% Bayer

e Ketamina (Ketamidor®, 100 mg/ml) Richter pharma

e Pentobarbital sédico (Dolethal®, 200 mg/ml) Vétoquinol

e Propofol (Lipuro®, 10 mg/ml) Braun

1.2. Tampones utilizados para Western Blot, inmunocitoquimica e

inmunohistoquimica

Tabla 7. Relacion de los tampones utilizados.

TAMPONES COMPOSICION

TBS 10 X pH 7.6

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

PBS 10 X pH 7.3

NaCl (1.37 mM); KCI (26.8 mM); Na,HPO4 (81 mM)

LISIS

Tampon de lisis RIPA
(Lisis celular)

NaCl (150 mM); Tris HCI (25 mM) pH 7.6; NP-40 (1%); deoxicolato
de sodio (1%); SDS (0.1%); cocktail de inhibidores de proteasas
(1%) (Halt Protease inhibitor cocktail plus)

Tampon de lisis RIPA
(Lisis de tejido)

Tris HCI (50 mM) pH 8.0; NaCl (150 mM); NP-40 (1%); deoxicolato
de sodio (0.5%); SDS (0.1%); PMSF (1 mM); leupeptina (10
pa/ml)); pepstatina (5 pg/ml); aprotinina (10 pg/ml); NaF (1 mM);
NazVO, (2 mM)

WESTERN BLOT

Tampon de electroforesis

5X e Tris (0.125 M); glicina (0.96 M); SDS (0.5%)
LB 3X e Tris (195 mM) pH 6.8; SDS (9%); glicerol (30%); azul de
bromofenol (0.02%); B-mercaptoetanol (15%)
LB 2X e Tris (125 mM) pH 6.8; SDS (4 %); glicerol (20%); EDTA (15 mM),

azul de bromofenol (0.004%); B-mercaptoetanol (10%)

Geles de acrilamida

Tris (40 mM) pH 8.8; Tris (100 mM) pH 6.8; SDS (0.1%) pH 7.2;
APS (15 mg/ml); TEMED (50 pl/ml)

Tampon para lavados

PBS 1X; PBS 1X-Tween-20 al 0.05% (Células)
TBS 1X-Tween-20 al 0.1% (Tejido)

Solucién de bloqueo

PBS 1X con leche deslipidizada al 5% (Células)
TBS 1X-Tween-20 al 0.1% con leche deslipidizada al 5% (Tejido)

Solucién para dilucién
anticuerpo primario

PBS 1X-Tween-20 al 0.05% con leche deslipidizada al 2% (Células)
TBS 1X-Tween-20 al 0.1% con leche deslipidizada al 5% (Tejido)
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Soluciones para dilucién
anticuerpo secundario

PBS 1X-Tween-20 al 0.05% con leche deslipidizada al 2% (Células)
TBS 1X-Tween-20 al 0.1% con leche deslipidizada al 0.25%
(Tejido)

Reprobing

Tris (62.5 mM) pH 6.8 ; SDS (2%); B-mercaptoetanol (100 mM)

INMUNOFLUORESCENCIA

(IH: inmunohistoquimica; IC: inmunocitoguimica)

Tampon para lavados

PBS 1X
PBS 1X-Triton X-100 al 0.1%

Permeabilizaciéon

PBS 1X-Triton X-100 al 0.1% (IC)

PBS 1X-Triton X-100 al 2% (IH, montaje en plano de la cérnea de
conejo)

PBS 1X-Triton X-100 al 0.25% (IH, secciones de la cérnea de
ratén)

PBS 1X-Triton X-100 al 0.5% (IH, montaje en plano de la c6rnea
de ratén)

Solucién de bloqueo

PBS 1X-Triton X-100 al 0.1% con suero de burro al 10% (IC)

PBS 1X-Triton X-100 al 2% con suero de cabra al 10% (IH,
montaje en plano de la cérnea de conejo)

PBS 1X-Triton X-100 al 0.1%, con suero de cabra al 10% (IH,
secciones de la cérnea de ratén)

PBS 1X-Triton X-100 al 0.1% con suero de cabra al 5% (IH,
montaje en plano de la c6rnea de ratén)

Anticuerpo primario

PBS 1X-Triton X-100 al 0.1% (IC)

PBS 1X-Triton X-100 al 0.2% con suero de cabra al 2% (IH,
montaje en plano de la cérnea de conejo)

PBS 1X-Triton X-100 al 0.1% con suero de cabra al 1% (IH,
secciones de la cérnea de ratén)

PBS 1X-Triton X-100 al 0.2% (IH, montaje en plano de la cérnea
de ratén

Anticuerpo secundario
(IC, IH)

PBS 1X-Triton X-100 al 0.1% (IC)

PBS 1X-Triton X-100 al 0.1% (IH, montaje en plano de la cérnea
de conejo)

PBS 1X-Triton X-100 al 0.1% (IH, secciones de la c6rnea de
ratén)

PBS 1X- Triton X-100 al 0.1% (IH, montaje en plano de la c6rnea
de ratén)
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1.3. Anticuerpos empleados en el trabajo experimental

Tabla 8. Listado de anticuerpos utilizados.

ANTICUERPOS COMPOSICION DILUCION PROVEEDOR
PRIMARIOS
Anti-ZO-1 (mid . .
e (mid) Anticuerpo policlonal (1:500) .
(~225 kDa) obtenido en coneio Invitrogen
(Western Blot) )
AILACS () Anticuerpo policlonal .
(~225 kDa) . . (1:125) Invitrogen
. - obtenido en conejo
(Inmunohistoquimica)
Anti-ocludina Anticuerpo policlonal
(C-term) (~65 kDa) . pop . (1:100) Invitrogen
. . obtenido en conejo
(Inmunohistoquimica)
Ann-CIaudmg-? (~,22. kDa) Antlcugrpo pollcloqal (1:100) Invitrogen
(Inmunohistoquimica) obtenido en conejo
Anti-P2Y, Anticuerpo policlonal )
(~42 kDa) obtenido en conejo (1:1.000) Alomone
Anti-p-ERK .
Anticuerpo monoclonal Sta. Cruz
(P-ERK 1: 44 kDa obtenEJIo en ratén (1:500) Biotechnology
p-ERK 2: 42 kDa)
Anti-ERK2 Anticuerpo monoclonal (1:1.000) Sta. Cruz
a, a obtenido en ratén iotechnology
42kDa, 44 kD btenid 5 o Bi hnol
. Anticuerpo monoclonal Sta. Cruz
Anti-GAPDH (~37 kD ' ; 1: _
nt-G -3 3) obtenido en ratdn (1:500) Biotechnology
SECUNDARIOS
(Western Blot)
Anti-IgG de raton-HRP Obtenido en cabra. (1:10.000) Jackson
Conjugado con peroxidasa Immunoresearch
Anti-lgG de conejo-HRP Obtenido en cabra. (1:10.000) Jackson
Conjugado con peroxidasa Immunoresearch
. i jo. k
Anti-lgG de cabra-HRP Obtenido en conejo (1:10.000) Jackson
Conjugado con peroxidasa Immunoresearch
SECUNDARIOS
(Inmunohistoquimica e
inmunocitoquimica)
Obtenido en cabra.
. : o Jackson
Anti-lgG de conejo-FITC Marcado con isotiocianato (1:200)
. Immunoresearch
de fluoresceina
Obtenido en burro.
. D Jackson
Anti-lgG de cabra-FITC Marcado con isotiocianato (1:200)
. Immunoresearch
de fluoresceina
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1.4. Instrumentacion general

Tabla 9. Relacion de los equipos e instrumentaciéon general.

EQUIPOS E INSTRUMENTOS

USO GENERAL

FABRICANTE

e Autoclave

Trade Raypa

e Agitador de balanceo Sky Line Shaker S-4 Biogen
e Agitador orbital Bunsen Nessler
e Balanza electrénica Mettler PJ 360

e Balanza de precision Mettler A5100 Mettler
e Campana de flujo laminar Hera Safe

e Centrifuga de sobremesa Picofuge Heraeus
e Centrifuga Labofuge 400

e Centrifuga refrigerada Kubota 6500 Kubota
o Estufa Memmert
e Lector de placas Power Wave XS2 Biotek
o  Espectrofotometro U-2001 Hitachi
e Microscopio Zeiss Axiovert 200M software LSM 5 Pascal Zeiss
e Estereomicroscopio CL 1500 ECO

e pH-metro GLP-21 Crison

e Pipetas automaticas

Eppendorf/Gilson

e  Sonicador ultrasénico Selecta

o Vortex Heidolph
CULTIVOS CELULARES

e Bafo termostatico Bunsen

e Botellas de cultivo de 75 cm? Cultek

e Céamara de Neubauer

Brand GMBH (Nessler)

e Incubador de cultivos celulares Heracell

Heraeus

o  Filtros estériles de 0.2 uM

Pall Corporation

e Contenedor para congelacion de células

Nalgene

e Jeringas de plastico estériles

BD Plastipak

e Placas 1, 6, 24 y 96 pocillos; viales de criocongelacion

ThermoFisher Scientific

e Placas de Petri; raspadores celulares; pipetas de aspiracion Cultek
e Insertos transwell de cultivo celular de tereftalato de polietileno, )
de 12 mm de diametro y poros de 0.4 um Coming
e Pellet pestle Motor Cordless Kimble Chase
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EQUIPOS E INSTRUMENTOS FABRICANTE

TEER

e Multimetro Epithelial Voltohmmeter Evom?

World Precision Instruments

ELECTROFORESIS Y WESTERN BLOT

e Equipo de densitometrado Kodak Gel Logic 200 Molecular
Imaging Software

Kodak

e Equipo de electroforesis Mini protean® 3 Cell; sistema de

transferencia semi seca Trans-Blot ® SD Semy-Dry transfer cell

Bio-Rad

e Calentador termobloque

Labnet Internacional

H.P.L.C.
e Bomba de flujo isocratico (modelo 1515); columnas Novapack
C18 (de 15 cm de longitud y diametro de 0.4 cm); detector dual Waters
de absorbancia (modelo 2487)
e Inyector manual de muestras Rheodyne®

e Jeringas Hamilton

SGE Analytical Science

e Sonicador ultrasénico Selecta

e Precolumna (5 um) Kromaphase Scharlau
INMUNOCITOQUIMICA-INMUNOHISTOQUIMICA

e Criostato Leica CM1850 Leica

e Dewar Dilvac®

e Lab-Tek® chamber slides Nunc

e Microscopio Zeiss Axiovert 200M, software LSM 5 Pascal Zeiss

e Portas y cubreobjetos

Thermo Scientific/Menzel-

Glaser
EVALUACION DE LA SUPERFICIE OCULAR
e Lampara de Hendidura Topcon SL-8Z Topcon
e Biomicroscopio especular SP 2000 P Topcon
MEDICION DE LA PRESION INTRAOCULAR
e Tondmetro de contacto Tono-Pen® XL Mentor
e Tondémetros de rebote Tonovet® / Tonolab® Tiolat Oy
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1.5. Programas, bases de datos y herramientas informéaticas empleadas

en el trabajo experimental

Tabla 10. Relacién de los programas, bases de datos y herramientas informaticas empleadas en el
trabajo experimental.

PROGRAMAS, BASES DE DATOS Y
HERRAMIENTAS INFORMATICAS uso

e Imaginet 2000 Topcon Evaluacion de la salud ocular in vivo

e Image J (v.1.37, NIH, EE.UU.)

e CorelDraw Graphic Suite 12.0 Programas de procesamiento de imagenes
e Adobe Photoshop

e Instat; GraphPad Prism 6 Estadistica

e  Microcal Origin 7.0
e Sigma-Plot 11.0

Hoja de célculo y gréficos

e Pubmed Base de datos bibliogréafica

e Software LSM 5 Pascal Microscopia confocal

e Kodak Gel Logic 200 Molecular Imaging
Software

Densitometrado de bandas (Western Blot)
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2. Métodos

2.1. Modelos experimentales para los ensayos in vitro e in vivo

2.1.1. Modelo celular de epitelio corneal humano

Para la realizacién de los experimentos in vitro se ha empleado una linea
establecida de células epiteliales limbocorneales humanas inmortalizadas (HCLE),
cedidas generosamente por la Dra. llene Gipson (Gipson et al., 2003) (Figura 12).

Dicha linea celular procede de cultivos primarios del epitelio limbocorneal de donantes

de cornea.
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Figura 12. Células epiteliales limbocorneales humanas inmortalizadas (HCLE) (10 X).

Estos cultivos se transdujeron para expresar una proteina p53 dominante

6|NK4A/Rb, lo cual

negativa y una proteina cdk4 mutante, la proteina resistente pl
permitié a las células evitar el mecanismo de envejecimiento. Posteriormente, estas

células se transdujeron con latelomerasa transcriptasa inversa (abreviadamente,
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hTERT en humanos), subunidad catalitica de la telomerasa humana, lo que les
permiti6 conservar sus teldmeros y de esta forma dividirse indefinidamente. La linea
celular corneal epitelial inmortalizada resultante (HuCI-22 / cdk4R / p53DD /TERT, o,
abreviadamente, HCLE), se caracteriza por expresar el mismo repertorio genético de

mucinas y queratina que produce su epitelio nativo.

2.1.1.1. Descongelacién de las células

El proceso de descongelaciéon se realiz6 de forma rapida sumergiendo el vial
de células (guardado a -80°C) en un bafio de agua a 37°C. Una vez descongelado, se
trasvasoé el contenido del vial a un falcon preparado con 10 ml de medio de cultivo
dulbeco modificado (DMEM-F12) suplementado con 10% de FBS y 10 ng/ml de EGF.
Posteriormente, las células se centrifugaron a 25°C, durante 5 minutos, a 1609.92 x g
y se resuspendieron en medio Keratinocyte Serum Free Medium (K-SFM)
suplementado con 0.4 mM de CaCl,, 25 ug/ml de extracto de pituitaria bovina, 0.2
ng/ml de EGF y 1% de penicilina-estreptomicina, a la densidad celular requerida para
su siembra en las correspondientes botellas (F-75), comprobando a continuaciéon su
refringencia y estado en el microscopio. Las células se mantuvieron en un incubador
Heracell (Heraeus) con flujo controlado de 5% de CO,, temperatura constante de 37°C

y 95% de humedad.

2.1.1.2. Cultivo celular y subcultivos

La realizacién y manipulaciéon de los ensayos con la linea celular comentada
anteriormente se llevé a cabo en todo momento bajo condiciones de esterilidad en
campanas de flujo laminar vertical (Heraeus), siendo todo el material esterilizado
previamente en autoclave durante 20 minutos, a 121°C. Todas las soluciones se
filtraron en la campana usando filtros estériles de 0.2 UM con ayuda de jeringas
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estériles de 50 ml. Se comprobd diariamente el estado y la evolucién de las células
verificando la metabolizacién del medio de cultivo a través de la observacion visual del
color del medio en la botella F-75 (dotado de rojo fenol como indicador de pH), y
controlando el estado de la monocapa celular mediante observacion por microscopia
(microscopio Zeiss Axiovert 200M equipado con el mddulo confocal LSM 5 Pascal). En
funcion de estos parametros, el medio de cultivo se cambié habitualmente cada dos o
tres dias. Se llevaron a cabo subcultivos celulares, cuando el nimero de células por
superficie de crecimiento era lo suficientemente elevado, o cuando las células
alcanzaron la confluencia, estado en el que las células de los cultivos se habian
multiplicado hasta ocupar toda la superficie util del soporte sobre el cual crecian. Para
realizar dichos subcultivos, se eliminé el medio de la botella donde estan cultivadas las
células, las cuales eran liberadas a continuacién por tripsinizacion de la superficie de
crecimiento (con tripsina al 0.05%). El cultivo celular se mantuvo durante 10 minutos a
37°C en la estufa de cultivos, controlandose el proceso de liberacion de las células de
la superficie de cultivo por observacion al microscopio. Cuando las células se
encontraban en suspension, se afiadid6 medio de cultivo completo DMEM/F12
conteniendo suero fetal bovino con el fin de inactivar la tripsina con el inhibidor de
tripsina presente en dicho suero. De esta manera se evitd una exposicion excesiva del
cultivo a esta enzima, lo que podria provocar dafios celulares. La suspension celular
obtenida se centrifugd a 25°C, a 2191.23 x g (centrifuga Kubota 6.500) durante 5
minutos, y el sedimento se resuspendié en un volumen apropiado de medio de cultivo
completo. Para poder determinar el nimero de células se empleé una cadmara de
Neubauer y el microscopio de contraste de fases, el cual también se utiliz6 para el
seguimiento y observacién de las células durante los dias de cultivo. A continuacion,
las células se sembraron en medio K-SFM en nuevos frascos de cultivo para su

propagacion, o se prepararon, de forma adecuada, para los distintos tipos de ensayos.
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2.1.1.3. Conservacion de los cultivos celulares

Para la conservacién de los cultivos, las células se tripsinizaron y centrifugaron,
como se ha descrito previamente. Las células se resuspendieron en medio de
congelacién que contiene FBS al 10% (viv) y DMSO al 10% (v/v) como agente
criopreservante. La suspension se transfirid a viales estériles de polipropileno de 2 ml
de capacidad para proceder a su congelacion a -80°C. Para conseguir que la
temperatura descendiera a una velocidad de 1°C/min, los viales se introdujeron en un
recipiente de plastico con alcohol isopropilico (Nalgene) guardandose inmediatamente

a -80°C.

2.1.2. Modelos animales

Todo el mantenimiento, procedimientos experimentales y sacrificio se llevé a
cabo de acuerdo con la declaracion para el uso de animales en investigacion
oftalmoldgica y de vision ("“ARVO, Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and
Vision Research”) y segun la normativas establecidas en la Union Europea (Directivas
86/609/CEE y 2010/63/UE) y en la legislacién Espafola (Ley 32/2007, RD 1201/2005

y RD 53/2013) vigentes para el uso y cuidado de animales de laboratorio.

2.1.2.1. Modelo de conejo albino de Nueva Zelanda

En nuestro estudio se utilizaron conejos blancos normotensos de Nueva
Zelanda, con un peso comprendido entre 2.5 +* 0.5 kg, mantenidos en jaulas
individuales con agua y comida ad libitum. Los animales se sometieron a ciclos de

luz/oscuridad controlados de 12 horas/12 horas.
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2.1.2.2. Modelos de raton: C57BL/6 y DBA/2J

Se utilizaron para estudios in vivo dos modelos de ratones hembras adultas,
C57BL/6J y DBA/2J, obtenidos del distribuidor de ratones europeo Jackson

Laboratories Mice (Charles Rivers Laboratories).

El ratbn DBA/2J es un modelo generado como resultado de mutaciones
genéticas espontaneas en los genes Gpnmb y Tyrp (John et al., 1998; Libby et al.,
2005; Howell et al., 2007), y presenta patologia glaucomatosa causada por la
dispersion del pigmento del iris y la atrofia del estroma. Los ratones se emplazaron en
dos armarios ventilados (Tecniplast) con ultrafiltracion de entrada y salida a una
temperatura de 24°C, con un fotoperiodo de 12h luz/12h oscuridad. Las jaulas eran de
tipo Il (area: 375 cm?; altura 140 mm) (UNO, Panlab) y se incluyeron cuatro animales

por jaula. Los animales tuvieron libre acceso a agua y comida.

2.2. Medida de los niveles de lisozima y lactoferrina en lagrima de conejo

albino de Nueva Zelanda tras la aplicacion topica de Ap4A

2.2.1. Tratamientos

2.2.1.1. Curso temporal: aplicacion topica de ApsA 100 uM en diferentes

tiempos

Se aplicaron tépicamente 10 pl de ApsA (100 puM) en uno de los ojos de los
animales (aplicando el mismo volumen en el ojo contralateral como control con NacCl
estéril al 0.9%), y se obtuvieron muestras de lagrima para evaluar los niveles de

lisozima y de lactoferrina a lo largo de 6 horas.
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2.2.1.2. Aplicacion tépica de Ap,A a diferentes concentraciones

Se aplicaron tépicamente 10 pl de Ap,A a diferentes concentraciones (10 a
10 M) en uno de los ojos de los animales, tomando las muestras del ojo contralateral

como control (aplicando el mismo volumen de NaCl estéril al 0.9%).

2.2.1.3. Ensayos con antagonistas de receptores purinérgicos

Se instilaron antagonistas de los receptores P2 (PPADS, suramina y RB-2) en
concentraciones de 100 uM (10 pl), 30 minutos antes de la aplicacion de ApsA en uno
de los ojos del animal. Transcurrido ese tiempo, se instil6 ese mismo ojo con Ap,A (10
pl, 100 uM), mientras que el ojo contralateral fue instilado con vehiculo control (10 pl,

NacCl estéril al 0.9%).

2.2.2. Medida de los niveles de lisozima en lagrima de conejo mediante

difusién en agar tras la aplicacién tépica de Ap4A

Se utilizd el método de difusion en agar para medir los niveles de lisozima
obtenidos tras la aplicacion tépica de Ap;A en la lagrima del conejo albino de Nueva
Zelanda. Todas las mediciones de lisozima asi como las curvas calibracion se
realizaron segun los protocolos descritos previamente (van Bijsterveld, 1974) y
(Mackie et al.,, 1976). Con el uso de unas pinzas, se colocaron discos de papel
Whatman n°1 de 5 mm de didmetro sobre la conjuntiva bulbar superior de los ojos de
los animales, siendo retiradas cuando se empaparon de lagrima. A continuacion se
colocaron los discos en placas de Petri con medio de agar donde se cultivo la bacteria
Micrococus lisodeikticus, y se incubaron dichas placas a 37°C durante 24 horas. La
cantidad de lisozima se obtuvo midiendo los halos de inhibiciébn que se produjeron
alrededor de los discos empapados en lagrima, tras la aplicacion del tratamiento

correspondiente con ApjA.
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Las curvas de calibracion de la lisozima y su cuantificacion se realizaron con
concentraciones conocidas de cloruro de lisozima obtenida en huevo de gallina,
pesandose los discos antes y después de estar empapados por la lagrimas de conejo
con el fin de estimar el volumen equivalente de solucién de lisozima a aplicar en los
discos de papel de calibracién. La diferencia de peso era el equivalente a 5 ul de
solucién con lisozima, por lo que se aplicé dicho volumen para estimar la curva
estandar. Se aplicaron concentraciones de lisozima comprendidas entre 0.1 mg/ml y
12 mg/ml en los discos en un volumen final de 5 pl. Para medir el diametro de los
halos, se escanearon las placas de Petri y se analizaron mediante el programa
informético Image J. Las imagenes escaneadas de los halos de inhibicion se
transformaron en imagenes de 8 bits en blanco y negro y se transformaron

adicionalmente en una imagen binaria antes del célculo correspondiente.

2.2.3. Medida de los niveles de lactoferrina en lagrima de conejo mediante

ELISA tras la aplicacion topica de ApsA

Se recogieron 100 pl de lagrima del saco conjuntival inferior del ojo de cada
conejo, mediante tubos capilares, obteniendo muestras del animal control y tratado.
Una vez recogidas las muestras, se centrifugaron a 4°C y a 825.08 x g durante 20
minutos, se recogieron los sobrenadantes y se guardaron a -20°C. Se procedi6 a
medir los niveles de lactoferrina presentes en la lagrima mediante un ensayo de ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) con el kit comercial Rabbit Lactoferrin ELISA
kit, de Emelca Bioscience. Para ello, se afiadieron en primer lugar 50 pl del estandar
(lactoferrina) o de las muestras correspondientes a los pocillos que tienen anclado un
anticuerpo monoclonal contra la lactoferrina y a continuacién se adicionaron 100 pl de
anticuerpo anti-lactoferrina conjugado con HRP. Se incubé durante 1 hora a 37°C y

posteriormente se lavé la placa cuatro veces. Por Ultimo se afiadieron 100 pul del
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sustrato cromogénico TMB (3, 3, 5, 5'-tetrametil-benzidina) y se incubd la placa a 37°C
en oscuridad durante 15 minutos, transcurridos los cuales se afiadieron 50 pl de la
solucién de parada del kit. Las densidades 6pticas se miden a 450 nm con el lector de
placas (PowerWave XS2, Biotek). La concentracién de las muestras se calculé por

interpolacion en la recta patron del estandar.

2.3. Tratamientos de las células de epitelio corneal con distintos agentes

En los estudios de resistencia eléctrica transepitelial las células HCLE se
expusieron durante 5 minutos al dinucleétido Ap,A asi como a los dinucleésidos
polifosfato Aps:A y ApsA. Asimismo se evaluaron los mononucleétidos ATP, UTP, ADP
y UDP. Todos los compuestos se testaron a una concentracion de 100 uM. Se eligi6 el
tiempo de incubacién de 5 minutos, ya que es el tiempo maximo que cualquier
compuesto puede permanecer en la superficie ocular antes de que sea totalmente
drenado por el punto lagrimal (Lang, 1995). Transcurrido este tiempo, se retiraron los
correspondientes nucledtidos y se afadido medio K-SFM procediendo a la medida de la
resistencia eléctrica transepitelial a lo largo del tiempo para evaluar el efecto de los

nucleétidos sobre la funcién de barrera.

Idénticas condiciones experimentales, cinco minutos de exposicién y
concentracion 100 pM de Ap,A o de UTP se emplearon en los ensayos de
inmunodeteccion de las células, en los que tras la exposicion de 5 minutos al
nucledtido correspondiente, las células se recogieron a distintos tiempos (1 hora, 2
horas, 6 horas y 24 horas). Asimismo se llevd a cabo una curva dosis-respuesta con el
dinucledtido Ap,A evaluandose su efecto en el rango de concentraciones de 10 nM a

300 uM transcurridas 2 horas desde la exposicién de 5 minutos al agente.
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En los ensayos de inhibicion de la ruta de las ERK1/2, las células HCLE se pre-
incubaron durante 30 minutos con el inhibidor U0126 (100 uM) para proceder a
continuacién, en presencia de dicho inhibidor, a realizar el tratamiento de cinco

minutos con ApsA (100 uM) como se ha descrito previamente.

2.4. Ensayos de silenciamiento del receptor P2Y, mediante siRNA

Se transfecté una mezcla de RNAs pequefios de interferencia (Small o short
interfering RNA, siRNAs) con el fin de inducir el silenciamiento del receptor P2Y,,
utilizdndose una mezcla de dos secuencias individuales de siRNA (Thermo Scientific),
(5-CAACAUGGCCUACAAGGUUUU-3) vy (5-GAACUGACAUGCAGAGGAUUU-3),
descritas previamente (Boucher et al., 2010). La transfeccion se llevé a cabo
cultivando las células HCLE en placas de seis pocillos a un 50% de confluencia, y
siguiendo el protocolo descrito por el kit Polyplus Transfection. Se descongelaron las
alicuotas de cada secuencia de siRNA (-80°C), y se atemperaron los reactivos de
transfeccion (el buffer jetPRIME™ vy el agente de transfeccion jetPRIME™). A
continuacién, se diluyeron las cantidades correspondientes de cada siRNA (los cuales
se prepararon a concentraciones finales de 50 nM y 100 nM) en 200 pl de buffer
jetPRIME™, mezclandose bien mediante pipeteo. Seguidamente, se afiadieron 4 ul del
agente de transfeccion jetPRIME™, y se agit6 en el vortex durante 10 segundos,
incubandose después a temperatura ambiente durante 15 minutos. Posteriormente, se
afadio la mezcla de transfeccién a las células y se incubaron durante 4 h a 37°C. A
continuacién, el medio de transfeccién se reemplaz6 por medio de crecimiento celular
y las células se recogieron para analizar la expresién proteica del receptor P2Y,

transcurridas 24 y 48 horas.
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2.5. Medicion de la resistencia eléctrica transepitelial

La resistencia eléctrica transepitelial (TEER), es un indicador de la confluencia

e integridad celular, asi como de la formacién de uniones estrechas entre las células.

Tras el tratamiento con los correspondientes nucleétidos se evalud la resistencia
eléctrica transepitelial de las células HCLE crecidas en una placa de cultivo tipo
transwell de 12 pocillos a distintos tiempos: 1 h, 2 h, 4 h, 6 h'y 24 h. Con este fin se

utilizé el multimetro Evom? Epithelial Voltohmmeter (World Precision Instruments).

Antes de cada medida, el Evom? se puso a cero de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Un inserto del transwell se dejé en blanco, como control
para determinar la resistencia intrinseca del filtro, el cual se rest6 a todas las lecturas.
Entre las distintas medidas el electrodo se lavé con medio sin suero. Los experimentos
se realizaron por triplicado y la resistencia eléctrica transepitelial (Ohm x cm?) se

calcul6 multiplicando la resistencia eléctrica medida por el area del filtro (1.12 cm?).

2.6. Ensayos de inmunodeteccion de proteinas en membrana mediante

Western Blot

Se analizaron los niveles de expresién de las proteinas ZO-1, ocludina y
claudina-7 (proteinas constituyentes de las TJ), asi como de pERK1/2 y P2Y,
mediante ensayos de inmunotrasferencia o Western Blot en extractos de células
HCLE. Del mismo modo, en otros ensayos de Western Blot se analizaron los niveles
proteicos de ZO-1 en la cérnea de ratones control (C57BL/6J) y de ratones
glaucomatosos (DBA/2J), comparando dichos niveles a los tres y quince meses de

edad de dichos animales.
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Previamente a la realizaciéon de dicha técnica, en ambos casos se lisaron las
muestras, se cuantificaron las proteinas totales, y se separaron mediante
electroforesis SDS-PAGE. Se especificaran en cada caso las condiciones que se
utilizaron, tanto para los ensayos con extractos celulares (extractos de células HCLE),

como para los realizados con extractos de cérneas de raton (C57BL/6J y DBA/2J).

2.6.1. Lisado celular

En primer lugar se realizaron varios lavados de las células con PBS 1X. La
recogida de células se realizé por raspado de los cultivos empleando el tamp6n RIPA
(Radio-immunoprecipitation Assay, tampdn de ensayo de Radio-Inmunoprecipitacion),
compuesto por NaCl (150 mM), Tris HCL pH 7.6 (25 mM), Nonidet P-40 (1%),
desoxicolato de sodio (1%) y dodecil sulfato sédico (SDS, 0.1%), suplementando con
inhibidores de proteasas y fosfatasas (Halt Protease inhibitor cocktail plus, de Thermo
Scientific). A continuacion las células se sometieron a agitacién durante 10 segundos
con un Pellet Pestle (Thermo Scientific) para asegurar la lisis celular, después se
centrifugaron a 4°C y 20627.1 x g durante 15 minutos con el fin de eliminar el material
celular no solubilizado. El sedimento se descart6 y el sobrenadante se conservo a -

20°C hasta su utilizacion.

Para los experimentos de Western Blot realizados con las c6rneas de los
ratones control (C57BL/6J) y ratones glaucomatosos (DBA/2J), se descongelaron las
cérneas y se homogeneizaron en tampén de extraccién RIPA suplementado con una
mezcla de inhibidores de proteasas, (PMSF (1 mM), Leupeptina (10 pg/ml)),
Pepstatina (5 ug/ml), Aprotinina (10 pg/ml), NaF (1 mM), NazvVO, (2 mM) a una
relacién 1:5 (p/v) a 4°C, en hielo. Las corneas se trocearon manualmente con el uso
de unas tijeras durante aproximadamente 45 minutos cada muestra, y seguidamente
se hicieron pasar los homogeneizados 30 veces a través de una pipeta, dejandose 30

minutos en hielo y posteriormente centrifugandose a 4°C, durante 15 minutos.
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Posteriormente, se recogieron los sobrenadantes, se hicieron alicuotas de 10 ul y se

guardaron a -20°C.

2.6.2. Cuantificacion de proteinas totales

La concentracion de proteina presente en los extractos celulares se cuantifico
mediante un kit comercial (Pierce BCA Protein Assay kit). Este kit permite valorar
cantidades de proteina comprendidas entre 25 y 2000 pg/ml. En este ensayo las
muestras de proteina cuya concentracion se pretendia valorar se diluyeron (1:10) y se
aplicaron por triplicado a una placa de 96 pocillos. Asimismo se pipetearon en la placa
muestras de concentracién conocida de albimina de suero bovino, que se emplearon
para la generacién de una recta de calibrado. A continuacion se afadié el compuesto
WR proporcionado con el kit, el cual contiene iones de cobre que forman complejos
coloreados con las proteinas a valorar. Transcurridos 30 minutos de incubacién a 37°C
se midi6é la absorbancia de los compuestos coloreados obtenidos en un lector de

placas (Power Wave XS2, Biotek) a una longitud de onda de 562 nm.

Para cuantificar las proteinas totales presentes en las cOrneas de ratdn, se
empled el método descrito por Bradford (Bradford, 1976) utilizando un kit que permite
valorar cantidades de proteina comprendidas entre 0 y 25 pg/ml. Se afiadi6 a las
muestras, previamente diluidas (1:1000), 1 ml de reactivo de Bradford (azul de
Coomasie G-250) y se incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente,
preparandose triplicados por cada muestra. A continuacion se midié la absorbancia a
595 nm en el lector de placas (Power Wave XS2, Biotek). Para la curva de calibracién

se uso albumina de suero bovino.

2.6.3. Preparacion de las muestras

Las muestras de células se descongelaron y se centrifugaron a 4°C y 9167.6 x

g durante 5 minutos. Una vez determinadas las concentraciones de proteinas
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presentes en cada una de las muestras se calculé el volumen de muestra necesario
para cargar la misma cantidad de proteina en cada uno de los pocillos del gel de
electroforesis: 40 ug para los Western Blot de las proteinas ZO-1, ocludina, P2Y5,

pERK1/2, GAPDH y 60 ug para los Western Blot de la proteina claudina-7.

Las muestras se prepararon disolviéndolas en tampon Laemmli 3X (Tris 195
mM, pH 6.8, SDS al 9% (p/v), glicerol al 30% (v/v), azul de bromofenol al 0.02% (p/v) y
B-mercaptoetanol al 15% (v/v)). Finalmente, se calentaron las muestras a 95°C
durante 5 minutos para favorecer su desnaturalizacién, se dejaron enfriar y se

centrifugaron unos segundos antes de ser cargadas en el gel de electroforesis.

Por otro lado, se descongelaron las muestras de proteinas obtenidas tras lisar
las corneas de los ratones y se preparé la cantidad de proteina total de cada una de
las muestras analizadas previamente por Bradford (40 pg para ZO-1), diluyéndolas en
relacién 1:1 con tampdn Laemmli 2X (Tris 125 mM, pH 6.8; EDTA 15 mM, SDS al 4%
(p/v), glicerol al 20% (v/v), azul de bromofenol al 0.004% (p/v) y B-mercaptoetanol al

10% (viv)).

2.6.4. Separacion electroforética de proteinas (SDS-PAGE)

Una vez preparadas las muestras, se separaron en funciébn de su peso
molecular mediante electroforesis SDS-PAGE, en condiciones desnaturalizantes y

reductoras, en un sistema discontinuo.

Preparacion de los geles de poliacrilamida

Los geles de poliacrilamida para el desarrollo de la electroforesis tenian
grosores de 1.5 mm y se prepararon partiendo de una disolucion de acrilamida al 30%

(p/v) y N, N'-metilen-bisacrilamida al 0.8% (p/v) en agua ultrapura. La polimerizacion
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de los geles se inicié por adicion de persulfato amoénico y TEMED. La mezcla se agit
y se depositd mediante pipetas sobre el soporte de polimerizacion. Una vez
polimerizado el gel separador se procedié a la eliminacibn completa del agua por
inversion de la placa. A continuacion, se afiadi6 sobre el gel separador el gel
concentrante constituido por una disolucion que contiene acrilamida al 4% (p/v). De
nuevo, la polimerizacion se desencadend por adicion de persulfato aménico y TEMED.
Seguidamente, se afiadié un peine al gel concentrador, originando de este modo los

pocillos de aplicacion.

Desarrollo electroforético

La separacion de las proteinas se realiz6 a temperatura ambiente utilizando un
sistema Mini-Protean 3, de Bio-Rad, empledndose un tampén de electroforesis 1X
(Tris 25 mM, pH 8.4, glicina al 0.14% (p/v) y SDS al 0.1% (p/v)). Se aplic6 una
intensidad de corriente constante de 25 mA/gel durante aproximadamente 45 minutos-
1 hora, hasta que el frente electroforético alcanzé el final del gel separador, momento

en que se pard la electroforesis.

2.6.5. Transferencia e inmunodeteccion (Western Blot)

Transferenciay bloqueo

La transferencia electroforética se realizé basicamente segun el procedimiento
descrito por Towbin y colaboradores (Towbin et al., 1979). Tras el desarrollo de la
electroforesis en las condiciones anteriormente descritas, los geles, asi como las
membranas de nitrocelulosa (Hybond ECL; Amersham) y los papeles (Bio-Rad), se
equilibraron durante 15 minutos en tampon de transferencia (Tris 48 mM, pH 9.5,
glicina 39 mM, SDS 0.0375% (p/v) y metanol al 20% (v/v)). El desarrollo de la misma

se llevé a cabo utilizando un equipo de transferencia (Bio-Rad) semi-dry, aplicAndose
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un voltaje constante de 22 V durante 1 hora hasta conseguir la transferencia total de

las proteinas del gel a la membrana de nitrocelulosa (Figura 13).

Figura 13. Sistema de transferencia semi-dry. Membranas de nitrocelulosa con las proteinas
transferidas.

Finalizada la transferencia, la membrana de nitrocelulosa con las proteinas
transferidas del gel de electroforesis se saturd por incubacion a temperatura ambiente

durante 1 hora con PBS 1X que contenia leche en polvo al 5% (p/v).

Las membranas con las proteinas procedentes de las corneas lisadas de raton
(C57BL/6 y DBA/2J), se lavaron con TBS 1X-Tween 20 al 0.1% y se bloquearon
durante 1 hora en esta misma soluciéon con leche en polvo al 5%, a temperatura

ambiente.

Incubacién con anticuerpos primarios y secundarios

El paso siguiente consisti6 en la incubacion de las membranas con los
anticuerpos primarios (ver anticuerpos utilizados y su dilucién en la Tabla 8). En los
ensayos realizados con extractos celulares, los anticuerpos primarios se diluyeron en

PBS 1X-Tween 20 al 0.05% con leche en polvo al 2% durante toda la noche, a 4°C y

137



Materiales y métodos

en agitacion. Posteriormente, la membrana se lavo tres veces con PBS 1X-Tween 20
al 0.05%. La incubacion con el correspondiente anticuerpo secundario, el cual estaba
marcado con peroxidasa (ver anticuerpos utilizados en la Tabla 8) y diluido 1:10.000
en PBS 1X-Tween 20 al 0.05% con leche en polvo al 0.25%, se llevé a cabo durante 1
hora a temperatura ambiente. Tras realizarse lavados en condiciones idénticas a las

del primer anticuerpo se procedio al revelado de la membrana.

En los experimentos realizados con extractos proteicos de cérneas de ratdn
(C57BL/6 y DBA/2J), se incubaron las membranas con el anticuerpo primario anti-ZO-
1 de conejo (1:125) diluido en leche en polvo (al 5%) disuelta en el tampdn TBS 1X-
Tween 20 al 0.1% durante toda la noche. Al dia siguiente, se incubaron las
membranas con un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa, diluido en TBS
1X-Tween 20 al 0.1% con leche libre de grasas al 0.25%, durante 1 hora y a
temperatura ambiente. Después de la incubacién con cada anticuerpo se realizaron

cuatro lavados con TBS 1X-Tween 20 al 0.1%.

Revelado

El revelado se realizd utilizando el kit comercial de ECL (Enhanced
ChemiLuminiscence, Amersham) basado en la emision de luz por la oxidacién de
luminol (una diacilhidrazida ciclica) en presencia de H,O, catalizada por la peroxidasa
conjugada al segundo anticuerpo. La exposicion de una pelicula fotografica (Hyperfilm-
ECL, Amersham) a la membrana permiti6 la deteccién de las bandas proteicas

reconocidas por el anticuerpo tras el revelado de la pelicula.
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Reprobing

Adicionalmente, tras el andlisis por inmunotransferencia de la proteina a
estudiar, se reutilizaron las membranas de nitrocelulosa empleando anticuerpos frente
a la gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH, proteina que permanece
invariable en el modelo de estudio durante los diferentes tratamientos que se llevan a
cabo) o frente a ERK2 (para las membranas previamente incubadas con p-ERK). Con
ello, se pudieron obtener valores de referencia que permitieron la normalizacion de las
intensidades de las bandas de las proteinas a analizar. La reutilizacion de las
membranas se llevé a cabo sumergiendo las membranas de nitrocelulosa en tampdn
Tris 62.5 mM, pH 6.7, SDS 2% (p/v) y B-mercaptoetanol 100 mM durante 30 minutos a
55°C. Tras la retirada del tampédn y posteriores lavados de la membrana con PBS 1X-
Tween 20 al 0.05% (o TBS 1X-Tween 20 al 0.1%) a lo largo de 30 minutos, se
continu6 con el protocolo de deteccion con anticuerpos a partir de la saturaciéon con

leche libre de grasas.

Densitometrado de las peliculas

Las peliculas se escanearon y se realizd un analisis densitométrico utilizando el
software Kodak Gel Logic 200 Molecular Imaging Software (Kodak). Los datos se
corrigieron respecto a la intensidad de la banda correspondiente al GAPDH para cada
condicion y se normalizaron respecto al valor control expresandose en porcentaje. En
el caso de las peliculas para estudiar la fosforilacion de la ruta de las ERKSs, los datos

se corrigieron respecto a las bandas de la proteina ERK2.
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2.7. Ensayos de inmunocitoquimica

Tras el correspondiente tratamiento, las células HCLE se lavaron con PBS 1X
y se fijaron con PFA al 4% durante 15 minutos. Después de los lavados, se llevo a
cabo la permeabilizacion de las células con PBS 1X-Triton X-100 al 0.1% durante 30
minutos y a continuacion se incubaron con tampon de bloqueo (PBS 1X-Triton X 100
al 0.1% con suero de burro (NDS) al 10%) durante 1 hora a temperatura ambiente.
Seguidamente, se incubaron las células con el anticuerpo primario de conejo anti-ZO-1
(1:125) diluido en PBS 1X-Triton X 100 al 0.1% durante toda la noche. Al dia siguiente,
se incubaron las células con el anticuerpo secundario conjugado con FITC diluido en
PBS 1X-Triton X 100 al 0.1% durante 1 hora, a temperatura ambiente. Posteriormente,
se realizaron tres lavados con PBS 1X vy las células se incubaron a 4°C durante 10
minutos con ioduro de propidio (1:500) en oscuridad. Todas las preparaciones se
evaluaron por microscopia confocal (microscopio Zeiss Axiovert 200M, con el modulo

confocal LSM 5 Pascal).

2.8. Ensayos de viabilidad celular

Para evaluar la viabilidad celular se realizaron ensayos de MTT. Este ensayo
se basa en la reduccion metabdlica del bromuro de 3-(4, 5-dimetiltiazol-2-ilo)-2, 5-
difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa en
un compuesto coloreado de color purpura (formazan), permitiendo determinar la
funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas. La cantidad de células vivas es
proporcional a la cantidad de formazan producido (Mosmann, 1983; Denizot et al.,
1986). Las células HCLE crecidas en placas de 24 pocillos se expusieron a Ap;A (100
UM) durante 24 h. Transcurrido ese tiempo, se retir6 el sobrenadante y se afiadieron
400 pl de MTT 0.5 mg/ml de concentracion final, incubandose las células en el
incubador de cultivos a 37°C durante 2 h. Tras la incubacion, se retir6é el sobrenadante

y se disolvieron los cristales de formazan en 400 ul de DMSO. Se trasvasaron 250 ul a
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una placa de 96 pocillos y se midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 570 nm
usando un lector de placas (PowerWave XS2, Biotek). Se incluydé siempre un blanco
de medida y ademas se restd para cada pocillo el valor de la absorbancia intrinseca de
la placa de plastico sin nada, medida a 690 nm. Los valores numéricos obtenidos de
los experimentos de MTT se expresan como porcentaje de la viabilidad celular con
respecto a las células control (no tratadas). Los experimentos se realizaron por

triplicado.

2.9. Ensayos de espectrofotometria para evaluar el paso de compuestos

de distinto peso molecular a través del epitelio corneal

Con el fin de tener una aproximacion acerca del tamafo de las particulas que
pueden atravesar la barrera epitelial de la cérnea a través de la via paracelular, se
llevaron a cabo experimentos espectrofotométricos, en los cuales se utilizaron
colorantes con diferentes pesos moleculares (hematoxilina, cuyo peso molecular es
302.28 g/mol; azul de bromofenol, con peso molecular de 669.96 g/mol y azul de
Evans, de 960.81 g/mol) a una concentracién cada uno de ellos de 1 mM, valorando
mediante medidas de absorbancia la penetracién de los mismos a través de células

HCLE, después del correspondiente tratamiento con Ap.A.

Para ello se cultivaron células en filtros transwell de policarbonato (de 12 mm
de didametro, insertos en placas de doce pocillos (Corning), hasta alcanzar el 100% de
confluencia. Se aplicé una concentracion 100 uM de Ap,A durante 5 minutos, vy, tras la
retirada del dinucleotido, se afiadio medio K-SFM, incubandose las células durante 2
h. Una vez transcurrido este tiempo, y durante otras 2 h, se llevé a cabo el estudio
espectrofotométrico para estimar la facilidad de penetracion de dichos compuestos a
través de las células en cultivo. Los experimentos se realizaron colocando el
correspondiente colorante (a concentracion 1 mM cada uno) en el medio de cultivo y
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recogiendo en la parte inferior del transwell muestras de cada uno de los colorantes,
para ser medidas a continuacion espectrofotométricamente en el lector de placas
(Power Wave XS2, BioTek). Cada uno de los experimentos se realizd recogiendo una
alicuota de 100 pl de cada condicion, a intervalos de 5 minutos durante un tiempo
maximo de 2 h. Las medidas se realizaron a distintas longitudes de onda en funcion de
cada compuesto, asi hematoxilina y azul de bromofenol se midieron a 590 nm, y azul

Evans a 605 nm. Los experimentos se realizaron por triplicado.

Azul de bromofenol

Azul de Evans

Hematoxilina

Figura 14. Ensayos de espectrofotometria para determinar los tiempos de equilibrado de las
concentraciones de tres colorantes con diferentes pesos moleculares. Filtros transwell con los
colorantes, en ausencia de células HCLE.

2.10. Tratamientos in vivo con distintos agentes

Aplicacion de Ap,A y 5-MCA-NAT

Se utilizaron conejos albinos de Nueva Zelanda para realizar experimentos de
presion intraocular (PIO) con el fin de evaluar el efecto de 1 pM del analogo de
melatonina 5-MCA-NAT (formulado en solucion salina isoténica que contiene 1% de
DMSO) aplicado de manera individual, simultaneamente con Ap4A (10 uM) (“Ap4A + 5-
MCA-NAT”) y 2 h después del pretratamiento con ApsA (10 uM) (“ApsA/5-MCA-NAT”).
Del mismo modo se procedié a evaluar la entrada de 5-MCA-NAT en el humor acuoso
de los conejos tras su instilacion en uno de los ojos de los animales, mediante

experimentos de cromatografia de alta resolucion (HPLC). Los tratamientos para estos
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experimentos se realizaron de la misma manera que la descrita anteriormente,

variando Unicamente la concentracion del compuesto 5-MCA-NAT (10 mM).

Asimismo, se evalué el efecto de nucleétido UTP (10 uM) en la entrada de 5-
MCA-NAT a través de la cérnea de conejos empleando similares condiciones
experimentales: 5-MCA-NAT aplicado de manera individual, aplicado simultdneamente
con UTP (10 pM) ("UTP + 5-MCA-NAT") y 2 h después del pre-tratamiento con UTP

(10 uM) ("UTP/5-MCA-NAT").

En todos los casos, el volumen que se instil6 fue de 10 pl, tanto para Ap.A,
UTP y 5-MCA-NAT (instilados en uno de los ojos de cada animal), como para el
vehiculo control (NaCl estéril al 0.9% en el ojo contralateral de cada animal), y se

aplicé una dosis por conejo/dia para este tipo de experimentos.

Ensayos con antagonistas de receptores purinérgicos

Los antagonistas PPADS, suramina y RB-2 se emplearon para investigar la
implicacion de los receptores purinérgicos. Estos compuestos se aplicaron a una
concentracion de 100 pM, 30 minutos antes de la aplicacién de Ap,A (el cual se
prepard a una dosis maxima de 10 uM) instilando 10 pul de cada compuesto en uno de
los ojos del animal. El ojo contralateral recibié el mismo volumen de vehiculo (NaCl

estéril al 0.9%), y se tomd como el valor control.
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Aplicacion de Ap4sA 'y su combinacion con agentes adrenérgicos

Se realizaron experimentos tanto para medir PIO como para analizar la entrada
en el humor acuoso en conejos albinos de Nueva Zelanda de los siguientes
compuestos: brimonidina (agonista de los receptores a2-adrenérgicos) (20 ul, 2 mg/ml)
y timolol (antagonista de los receptores B-adrenérgicos) (20 ul, 5 mg/ml) aplicados
solos, combinados simultdneamente con Ap,A (10 upl, 10 puM) ("Ap,A + agente
adrenérgico") o 2 h después del pre-tratamiento con ApsA ("Ap;A/agente adrenérgico")
a través de las cérneas de conejos. Uno de los ojos de cada animal se emple6 para
aplicar los tratamientos, y el ojo contralateral se utiliz6 como control, recibiendo el

mismo volumen de vehiculo que el ojo tratado (10 ul de NaCl estéril al 0.9%).

2.11. Ensayos de silenciamiento del receptor P2Y; in vivo mediante SiRNA

Para lograr el silenciamiento del receptor P2Y, de conejo se empled un siRNA
(véase la Tabla 11) cuya secuencia de nucledtidos ha sido previamente descrita por
nuestro laboratorio (Crooke et al., 2009; Martin-Gil et al., 2012). Se aplicaron 10 nmol
de siRNA (resuspendidos en 40 ul agua-RNasa libre de DNasas) en un solo ojo de
cada conejo durante cuatro dias consecutivos. Los 0jos contralaterales se utilizaron
como controles y se trataron con NacCl estéril al 0.9% o mediante un siRNA scramble a
la misma concentracion que la descrita anteriormente. Una hora después de la
aplicacion de siRNA, se realizé la instilacion de Ap,A (10 uM) con el fin de evitar
posibles interferencias entre ambos compuestos y se afiadié el analogo de melatonina

5-MCA-NAT 2 h después de la aplicacion de Ap,A.
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Tabla 11. Secuencia de siRNA para estudios in vivo.

Secuencia de siRNA

P2y Sense 5'-CCU GUA CUG CAG CAU CCuU Ctt-3'
2

Antisense 5-GAG GAU GCU GCA GUA CAG Gitt-3’

2.12. Procedimiento de extraccion del humor acuoso

Para la extraccion de humor acuoso de los conejos, se pesaron en primer lugar
los animales y se anestesiaron mediante una inyeccion subcutanea con una mezcla de
ketamina (Ketamidor®: 15 mg/kg) y medetomidina (Domtor®: 0.25 mg/kg).
Posteriormente, tras la aplicacion subcutanea de atipamezol (Antisedan®: 0.25 mg/kg)
se recuperaron los animales aproximadamente 1 hora después de la induccion de la
anestesia. El humor acuoso se aspir6 utilizando una jeringa de calibre 27 G
extrayéndose aproximadamente unos 100 pl de humor acuoso de cada ojo por animal,
procesandose las muestras a continuacion. Para ello, se mantuvieron durante 2
minutos a 98°C, y se centrifugaron a 15.871 x g para eliminar las proteinas como paso

previo al analisis por HPLC.

Para llevar a cabo la extraccién del humor acuoso en los ratones se pesaron en
primer lugar los animales (tanto los controles, C57BL/6, como los que presentan
patologia glaucomatosa, DBA/2J), llevandose a cabo a continuacion el proceso de
anestesia general con una mezcla de ketamina (Ketamidor®: 95 mg/kg) e hidrocloruro
de xylacina (Rompun®: 5 mg/kg) mediante una inyeccidon intraperitoneal.
Seguidamente, se inmovilizé el globo ocular de cada uno de los animales utilizando
unas pinzas curvas y férceps y se extrajo el humor acuoso con el uso de una jeringa
de calibre 30G. Todo el procedimiento de extraccion del humor acuoso de los animales

se llevé a cabo mediante una lupa stereo (Zeiss).
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Aproximadamente se extrajeron 2 pl de humor acuoso de cada ojo de cada
ratén, los cuales se diluyeron con agua ultrapura hasta un volumen final de 10 pl. A
continuacién, se procesaron las muestras de la misma manera que la descrita en el

caso de la extraccién de humor acuoso de conejos.

2.12.1. Cuantificaciéon de la presencia de compuestos en el humor acuoso

mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

Para analizar la presencia en el humor acuoso de los agentes que se han
descrito anteriormente, se utilizé un cromatégrafo liquido de alta presion, formado por
una bomba isocratica (modelo 1515) de HPLC, un detector doble de absorbancia
(modelo 2487) y un inyector manual de Rheodyne®, todos ellos gestionados por el
software Breeze de Waters. El andlisis se realizé en condiciones de cromatografia en
fase reversa, se equilibro el sistema cromatografico, y se seleccionaron, para cada
experimento, una fase movil, un flujo, y un eluyente monitorizado a una longitud de
onda adecuada. La columna que se utilizé en todos los experimentos fue una NovaPak
C-18 (de 15 cm de longitud y 0.4 cm de diametro), de Waters. La fase movil se
desgasificO previamente a su utilizacion mediante un sonicador de bafio durante un

tiempo de 15 a 20 minutos.

En todos los casos se realizaron inyecciones de 10 pl, tanto de muestras como
de soluciones estandar (ATP 100 uM, ApsA 100 pM, 5-MCA-NAT 100 pM). Para la
extraccion de humor acuoso de ratones C57BL/6 y DBA/2J se realizaron inyecciones
gue consistian en una mezcla de 5 ul de ATP 100 uM y 5 pl de ApsA 100 uM. La
solucién madre de estos estandares se preparé en agua ultrapura. Las muestras de

los humores acuosos Yy sus correspondientes picos se transformaron en
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concentraciones mediante la comparacion con controles estandar externos con

nucledtidos de concentracién conocida, todo ello gestionado por el software Breeze.

A continuacion, se resumen las condiciones finales que se emplearon, segun el

modelo animal utilizado y el compuesto a analizar (Tabla 12).

Tabla 12. Condiciones experimentales para la cuantificacion de la entrada de compuestos en el
humor acuoso mediante cromatografia liquida de alta presion (HPLC).

A de

Modelo animal Compuestos Fase movil Flujo .
deteccion

40% de metanol y 60% de

Ap,A 'y 5-MCA-NAT
PaAAY agua ultrapura

0.8 ml/min 244 nm

Conejos albinos 0.1 mM KH,PO, y 10% de
de Nueva Brimonidina acetonitrilo 0.8 ml/min 248 nm
Zelanda (pH=7.5)
0, 0,
Timolol 40% de metanol con 60% 1.0 ml/min 294 nm

de agua ultrapura

10 mM KH,PQO,,

RS 2mM de tetrabutilamonio
(C57BL/6J y ApAy ATP 160 - 200 o acetomtr"'oy 2 mi/min 260 nm
DBA/2J) e

(pH = 7.5)

2.13. Medidas de presidn intraocular

La presion intraocular se midi6 en conejos albinos normotensos de Nueva
Zelanda por medio de dos tondémetros: por un lado, el tonémetro de contacto Tono-
Pen® XL, es el mas apropiado para la medicion de la presion intraocular dentro del
rango de 3 a 30 mm Hg en conejos (Abrams et al., 1996). Dado que la aplicacién del
tondmetro puede producir molestias en los conejos, se aplicaron 10 pl de un
anestésico toépico (Colicursi doble Anestésico, 0.1 mg/ml de tetracaina mas 0.4 mg/mi
en oxibuprocaina 0.9% de solucion salina, diluyéndose en una proporcion 1:3 en 0.9%
de solucién salina) sobre la cornea antes de cada medida de la presion intraocular
(Pintor et al., 2001). El tondbmetro de contacto Tonopen®XL se utiliza para medir la PIO

en humanos, por tanto fue necesaria la utilizacion de una recta de calibrado (mostrada
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en la Figura 15) para el procesamiento de los datos, validando su uso en el conejo
albino de Nueva Zelanda. Con el objetivo de obtener el valor real de cada medida, se
aplicé el factor de correccién indicado a continuacion a los valores de PIO obtenidos
directamente con Tonopen XL: Valor PIO ojo conejo = (Valor PIO Tonopen XL x 1.65)

+0.14.
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PIO medida en el Tonopen® XL (mm Hg)

Figura 15. Recta de calibrado de Tonopen® XL (de uso para humanos). Representacion de la PIO
medida en el conejo con Tonopen® XL y la PIO equivalente a la que corresponde cada medida, teniendo
en cuenta las diferencias existentes entre las dos especies.

Para los ensayos de medicion de PIO en los que se instilaron brimonidina y
timolol se utilizé el tonémetro Tonovet, cuyo uso no necesita anestesia, ni realizar la
calibracién debido a su disefio para uso animal. En todos los casos se tomaron dos
medidas de la PIO basal 30 minutos antes de la aplicacion de los compuestos,
midiéndose la presién intraocular 30 minutos después de la instilacién y cada hora

durante un tiempo maximo de 8 horas para estudiar el efecto producido sobre la PIO.

Para medir la P1O en las dos cepas de ratén utilizadas (C57BL/6 y DBA/2J), se
realizaron las medidas utilizando un tonémetro de rebote (Tonolab, de Tiolat, OY) en

los animales previamente anestesiados con una mezcla de ketamina (Ketamidor®: 95
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mg/kg) e hidrocloruro de xylacina (Rompun®: 5 mg/kg) (Danias et al., 2003; Wang et
al., 2005). Dicho tonémetro se situé en una posicion fija y el sensor se alined con el gje
Optico del ojo a una distancia comprendida, aproximadamente, entre 1-4 mm.
Inmediatamente después de anestesiar a los ratones se procedié a medir la PIO en
ambos ojos de cada animal (Ding et al., 2011) a las edades de tres, nueve y quince
meses, realizando las medidas siempre a la misma hora para evitar fluctuaciones
debido al ritmo circadiano (Aihara et al., 2003; Drouyer et al., 2008). Con el fin de
minimizar el error en las medidas, cada valor de PIO corresponde a la media de tres

medidas que a su vez se obtuvieron tras seis lecturas automaticas por el tonémetro.

2.14. Evaluacion de la salud ocular en el conejo albino de Nueva Zelanda

mediante laAmpara de hendidura y biomicroscopio especular

Con el fin de comprobar si la aplicacion topica de ApsA (10 pl, 10 uM y 100
MM), 5-MCA-NAT (10 ul, 10 uM y 100 uM) asi como de los agentes adrenérgicos
tartrato de brimonidina y timolol maleato (20 pl de ambos compuestos, a
concentraciones de 2 mg/ml y 5 mg/ml de brimonidina o timolol, respectivamente)
presentaron algun efecto no deseable in vivo, la evaluacion del estado de salud ocular
general, y la tolerancia de la superficie ocular se llevé a cabo mediante la observacion
de la superficie ocular a través de una lampara de hendidura (Topcon SL-8Z) y del
biomicroscopio especular (SP 2000 P) antes y después de la aplicacién topica de
dichos compuestos. La observacion mediante lampara de hendidura se realiz6
utilizando técnicas de iluminacion difusa (para valorar la presencia de alteraciones de
salud ocular general), iluminacion directa (en las que el area iluminada y el area
enfocada coinciden en el punto de observacién, permitiendo valorar la profundidad de
cualquier condicion situada en el interior de la cérnea asi como la evaluacion de la

pelicula lagrimal, endotelio corneal y cristalino), y retroiluminacién (técnica en la que la
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luz viene reflejada del iris 0 de la retina, utilizada para la iluminaciéon de cualquier
condicién en la cérnea o el cristalino desde atrds). Para examinar la tolerabilidad
ocular, uno ojo de cada conejo recibi6 solucién salina al 0.9% como vehiculo control, y

el otro ojo fue instilado con los compuestos mencionados anteriormente.

2.15. Inmunohistoquimica: extracciones de corneas montadas en plano y

secciones transversales

2.15.1. Extracciones de cornea montadas en plano

Se utilizaron los dos modelos animales descritos anteriormente para la
realizacién de experimentos de inmunohistoquimica, mediante el uso de inmunotincion
con extracciones de cOrneas que se montaron en plano, una vez eutanasiados y

enucleados los animales.

En el caso de los conejos albinos de Nueva Zelanda, se aplicé tépicamente el
dinucleétido ApsA (10 pl, 10 uM) en uno de los ojos de los conejos y en el ojo
contralateral se instilé tratamiento control (10 ul de NaCl estéril al 0.9%). Los animales
utilizados para este tipo de experimentos se eutanasiaron por sobredosis con propofol
(Lipuro®: 10 mg/ml) (a las 2 h y a las 24 h de la aplicacién de Ap,A), mediante una
inyeccién intravenosa. A continuacion, se enuclearon los ojos y se sumergieron las
corneas inmediatamente en una solucion de fijacion con paraformaldehido al 4% en
PBS 0.1 M a pH 7.4. En el siguiente paso se lavaron las corneas en solucién salina
tamponada con fosfato durante 1 hora, permeabilizandose después con PBS 1X-Triton
X-100 al 2%. Una vez realizados estos pasos, se bloquearon las cérneas con PBS 1X-
Triton X-100 al 2% con suero normal de cabra al 10% durante 1 hora a temperatura
ambiente y finalmente se incubaron con el anticuerpo primario anti-ZO-1 (1:125)

diluido en PBS 1X-Triton X-100 al 0.2%, con suero normal de cabra al 2%, toda la
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noche. Después de realizarse tres lavados con PBS 1X-Triton X-100 al 0.1%, se
incubdé con un anticuerpo secundario conjugado con FITC (1:200) a temperatura
ambiente diluido en PBS 1X-Triton X-100 al 0.1% durante 2 h. Se lavé el tejido
posteriormente tres veces con PBS 1X y se incub6 durante 20 minutos en oscuridad
con una disolucién de ioduro de propidio (1:500) en PBS 1X a 4°C para visualizar los
nucleos. Se realizaron cuatro cortes radiales utilizando como material quirargico tijeras
estériles curvas de diseccidon, con microscopio estéreo y férceps de 0.8 mm.
Posteriormente, se montaron las preparaciones con las cérneas en medio de montaje
lento DC (DPX). Todas las preparaciones se evaluaron con el microscopio confocal

(microscopio Zeiss Axiovert 200M, con un mdadulo confocal LSM 5 Pascal).

Por otra parte, se llevaron a cabo experimentos utilizando preparaciones de
cérneas montadas en plano en ratones C57BL/6 y DBA/2J. El objetivo que se
perseguia era estudiar la expresién de la proteina ZO-1 en el endotelio de ratones
control C57BL/6J, comparandola con ratones con patologia glaucomatosa, DBA/2J, a
los tres y a los quince meses de edad. Se procedi6 a eutanasiar a los animales por
sobredosis intraperitoneal con pentobarbital sédico al 20% (Dolethal®). El resto de
procedimiento se realizé de la misma manera que en el caso de los experimentos con
cérneas de conejos, exceptuando algunas modificaciones que se describen a
continuacién: se permeabilizaron las cérneas de ratén con PBS 1X-Triton X-100 al
0.5% durante 1 hora y treinta minutos, y se incubaron en una disolucién de bloqueo
(PBS 1X-Triton X-100 al 0.1% en suero normal de cabra al 5%) durante 1 hora para
posteriormente ser incubadas con el anticuerpo anti-ZO-1 (diluciéon 1:500) en PBS 1X-
Triton X-100 al 0.2% durante toda la nhoche. El resto de procedimiento fue exactamente

igual que el realizado con las cérneas de conejo.
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2.15.2. Secciones transversales de cornea

Crioproteccién e inclusion de ojos para hacer secciones de cdrnea con criostato

Se llevé a cabo la obtencion de cortes de cérneas de ratones control
(C57BL/6J) y de ratones glaucomatosos (DBA/2J). En primer lugar, se realiz6 una
perfusion transcardiaca de ambos modelos de raton a los 3 y 15 meses de edad con
paraformaldehido al 4% diluido en PBS 0.1 M a pH 7.4. Una vez eutanasiados los
animales, se enuclearon los ojos, y se diseccionaron las respectivas cérneas. A
continuacién, se fijaron en una disolucién de paraformaldehido al 4% en PBS 0.1 M a
pH 7.4 durante 1 hora a 4°C. Se realizaron tres lavados de 10 minutos con PBS 1X,
sumergiéndose seguidamente las cérneas en sacarosa al 33% en PBS 1X para llevar
a cabo la crioproteccion del tejido, permaneciendo de esta manera hasta el momento
de la inclusion en nitrégeno liquido. Dicha inclusién se llevé a cabo depositando el
nitrégeno en un Dewar para llevar a cabo el proceso de congelacion de los bloques en
medio de congelacion (Tissue-Tek O.C.T. Compound, Sakura) teniendo en cuenta el
plano de corte deseado, y la orientacion de las cérneas. La congelacion se realizd de
manera progresiva para evitar la fracturacion del bloque y/o tejido y de este modo
evitar problemas en el momento de cortar las secciones. Una vez finalizado el proceso
de congelacion, se envolvieron los bloques en papel de aluminio para evitar que se
secasen hasta el momento de cortarlos con el criostato, y se guardaron a -20°C hasta

la realizacién de los cortes histoldgicos.

Cortes histolégicos

Con cada bloque se realizaron cortes de 10 ym por medio de un Criostato
Leica CM1850. Se sacaron los blogues con las cérneas del congelador a -20°C y se

trasladaron a la camara del criostato durante aproximadamente 1 hora para que

152



Materiales y métodos

alcanzasen la temperatura de corte (aproximadamente -26°C). Se fijaron los bloques
en el portapiezas, se afiadi6 medio para la congelacion de tejido en la base del
portapiezas, y se colocaron las piezas encima antes de que se congelasen para que
se quedasen adheridas al terminar de congelarse. Una vez pegada la pieza al
portapiezas se llevd a cabo el tallaje del blogque, hasta llegar al plano de corte
deseado. Para realizar correctamente los cortes se colocaron el &ngulo de la cuchilla y
la ventana anti-roll adecuadamente y la velocidad de corte se mantuvo constante.
Después de seguir el procedimiento descrito, las secciones de cérneas se montaron
en portas y se almacenaron posteriormente en el congelador de -20°C hasta su

posterior utilizacién para ensayos de inmunofluorescencia.

Inmunohistoquimica con secciones transversales de cornea

Las secciones congeladas se hidrataron con PBS 1X durante 10 minutos y se
permeabilizaron las membranas con una solucion de PBS 1X-Triton X-100 al 0.25%
durante 30 minutos. Para evitar la tincion no especifica, se bloquearon las secciones
en PBS 1X-Triton X-100 al 0.1%, con suero normal de cabra al 10% durante 1 hora a
temperatura ambiente. A continuacion, se incubd el anticuerpo primario anti-ZO-1 de
conejo (1:125) diluido en PBS 1X-Triton X-100 al 0.1%, con suero normal de cabra al
1% a 4°C, durante toda la noche. Posteriormente se lavaron las secciones en PBS 1X-
Triton X-100 al 0.1% y se incubaron con un anticuerpo secundario anti-conejo IgG
conjugado con FITC, obtenido en cabra (1:200), diluyéndose en PBS 1X-Triton X-100
al 0.1%, durante 1 hora, en la oscuridad a temperatura ambiente. Después, se hicieron
tres lavados con PBS 1X-Triton X-100 al 0.1% vy se tifieron los ndcleos con yoduro de
propidio diluido en PBS 1X (1:500) durante 10 minutos. Las secciones se montaron
finalmente en medio de montaje Vectashield Fluoromount (Vector Laboratories), se

protegieron de la luz y se guardaron a 4°C hasta su estudio por microscopia confocal.

153



Materiales y métodos

2.16. Andlisis estadistico de los datos

Los datos obtenidos se presentan, en general, como la media aritmética * la
desviacion estandar (S.D.). Los resultados mostrados en este trabajo corresponden a
un minimo de tres experimentos diferentes. Las comparaciones entre medias se
realizaron con un andlisis de la varianza (ANOVA). Los niveles de significaciéon
establecidos han sido: (***) p<0.001 (diferencia extremadamente significativa), (**)
p<0.01 (diferencia muy significativa), y (*) p<0.05 (diferencia significativa), tomandose

como no significativos (NS) los niveles superiores a 0.05.
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RESULTADOS

1. Efecto de ApsA en los niveles de lisozima y lactoferrina presentes en la
lagrima de conejos albinos de Nueva Zelanda
1.1. Efecto de la aplicacién tépica de Ap4A 100 uM sobre la lisozima en la

lAgrima de conejos albinos de Nueva Zelanda

Con el objetivo de evaluar el efecto de Ap,A sobre la accién de la lisozima en la
lagrima de conejo albino de Nueva Zelanda, se realizaron experimentos utilizando el
método de difusibn en agar, tal como se describe en la seccion de Materiales y

Métodos.

En la Figura 16 se muestra un experimento caracteristico que representa los halos
de inhibicidon producidos por la accion bactericida de esta relevante proteina de la
lagrima. Para ello, se realizé6 en primer lugar una curva de calibracion de dicha
proteina a concentraciones comprendidas entre 0.1 mg/ml y 12 mg/ml, para poder
determinar la equivalencia entre el diametro de los halos de inhibicion (cm) con la
concentracion de la proteina. La grafica de la Figura 16 A muestra los valores medios
de los halos de inhibicion correspondientes a las diferentes cantidades probadas. En
las im&genes que se muestran en la Figura 16 B, se pueden observar las zonas de
lisis de la bacteria Micrococus lysodeikticus debido a la accién de la lisozima alrededor
de discos de papel Whatman n°1, los cuales se impregnaron con lagrima de conejos

albinos de Nueva Zelanda.
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Figura 16. Curva de calibracién de la lisozima e imagenes representativas de los halos de
inhibicién producidos por la lisozima. Se representan experimentos de difusidon en agar que muestran
los halos de inhibicion obtenidos debidos al efecto bactericida de la lisozima sobre la lagrima basal (B),
junto al efecto potenciado por ApsA (100 uM), 2 h después de la aplicacion del dinucleétido (C). Las
barras de escala corresponden a 5 mm.

Como se puede observar en las imagenes de la Figura 16, tras la aplicacion del
dinucledtido Ap,A (100 uM) se obtuvieron diametros de lisis mayores en los halos de
inhibicion de Micrococus lysodeikticus (Figura 16 C) en comparacién con la lisis

producida por la lisozima basal (Figura 16 B), sin la aplicacion del dinucleétido. Este
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hallazgo indica que la aplicacion topica del Ap,4A induce un incremento en los niveles

de lisozima de la lagrima de conejos albinos de Nueva Zelanda.

1.2. Efecto de la aplicacién tépica de Ap4A 100 uM sobre la concentracion
de lisozima a lo largo del tiempo en lagrima de conejos albinos de Nueva

Zelanda

Con el fin de analizar la evolucién temporal del efecto que el dinucle6tido ApJA, a
una concentraciéon 100 uM, produjo sobre los niveles de lisozima en la lagrima de
conejos albinos de Nueva Zelanda, se estudié dicha accién a lo largo de 6 h y se

compararon los valores con los basales en ausencia del dinucledétido.
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Figura 17. Concentracion de lisozima tras la instilacion de Ap4A a lo largo del tiempo en la lagrima
de conejos albinos de Nueva Zelanda. El efecto de ApsA 100 pM (triangulos verdes) y de la solucion
salina (cuadrados grises) sobre la concentracion de lisozima en la lagrima de conejos albinos de Nueva
Zelanda fue evaluado durante 6 h. Los valores mostrados corresponden a la media £+ S.D. de cuatro
experimentos independientes (* p <0.05 y *** p <0.001 frente a los valores control).

La aplicacion topica de dosis Unicas de Ap4A (100 uM, en un volumen final de
10 pl) causé un aumento gradual de los niveles de lisozima a partir de la primera hora
tras la aplicacion del nucleétido, los cuales se mantuvieron por encima de los niveles

basales durante al menos cuatro horas mas, alcanzando un valor maximo a las 2 h
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post-instilacién, incrementandose los valores de 0.175 £ 0.03 mg/ml en el caso de la

lagrima control, a 0.517 £ 0.010 mg/ml en el caso del tratamiento con Ap,A (100 uM)

(Figura 17).

1.3. Efecto medio del aumento de los niveles de lisozima inducidos por

ApsA en la lagrima de conejos albinos de Nueva Zelanda

En la Figura 18 se muestra la concentracion de lisozima basal presente en las
lagrimas de los animales frente al valor de la concentracién media de lisozima tras la
aplicacion de Ap,A obtenida para el periodo entre 2 y 5 h, la cual mostré un aumento

significativo en comparacion con los valores basales.

Concretamente, el aumento en la concentracion de lisozima después de la

aplicacion de Ap,A fue del 93% (0.38 £ 0.07 mg/ml).

*

Lisozima (mg/ml)

Basal ApsA

Figura 18. Estudio comparativo del efecto medio producido por ApsA (100 pM) frente a la
concentracién de lisozima basal de conejos albinos de Nueva Zelanda. Los valores mostrados
corresponden a la media + S.D. de cuatro experimentos independientes (* p <0.001 frente a los valores
control).
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1.4. Curva concentracion-respuesta tras la aplicacion topica de ApsA

Se realizaron ensayos para determinar los niveles de lisozima en la lagrima de
conejos albinos de Nueva Zelanda tras la aplicacion topica de diversas
concentraciones del dinucleétido (10! a 5 x 10 M), con el fin de obtener una curva

de concentracion-respuesta (n=3) (Figura 19).

Se eligio el tiempo de 2 horas para efectuar dichas medidas, ya que, tal como
muestra la figura 17, es a partir de este momento cuando se observa un incremento

muy significativo de los niveles de lisozima en la lagrima de los animales.
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Figura 19. Curva concentracidon-respuesta del efecto de ApsA sobre los niveles de lisozima en la
lagrima de conejos albinos de Nueva Zelanda. Cada punto se obtuvo 2 h después de la aplicacion del
dinucledtido (efecto maximo de ApsA). Los valores mostrados corresponden a la media + S.D. de tres
experimentos independientes.

La aplicacion de Ap,A en concentraciones graduales sobre la superficie ocular
de los animales gener6é una curva concentracion-respuesta de patrén sigmoide con
valores pD2 (-log ECs) de 7.138 + 0.52, lo que correspondié a unos valores de ECx

de 72.7 nM para Ap.A (Figura 19).
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1.5. Efecto de antagonistas de los receptores P2 en el aumento de la
concentracion de lisozima inducida en la lagrima de conejos albinos de

Nueva Zelanda tras la aplicacion topica de Ap,A

Para determinar si el efecto de Ap,A sobre los niveles de lisozima estaba mediado
por receptores purinérgicos de tipo P2, se estudi6 el efecto de un cocktail de
antagonistas no selectivos de dichos receptores (PPADS, suramina y RB-2) sobre los

niveles de lisozima (Figura 20).
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Figura 20. Efecto de un cocktail de antagonistas de los receptores P2 (formado por PPADS,
suramina y RB-2, cada uno de ellos a concentracion 100 uM) tras la aplicacion tépica de ApsA (100
HUM) en la concentracion de lisozima presente en la lagrima de conejos albinos de Nueva Zelanda.
Los valores mostrados corresponden a la media + S.D. de tres experimentos independientes (** p <0.01
frente a los valores correspondientes al tratamiento con ApsA sin antagonistas).

El efecto de Ap,A sobre la produccion de lisozima fue significativamente revertido
por el cocktail de antagonistas de receptores P2, obteniendo valores claramente
inferiores en comparacion a los encontrados en la lagrima de animales en los que
Unicamente se instild6 ApsA 2 h antes, siendo los valores de concentracion de lisozima

en presencia de los antagonistas similares a los valores control.
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1.6. Efecto de la aplicacién tépica de Ap4A 100 uM sobre la concentracion
de lactoferrina a lo largo del tiempo en la lagrima de conejos albinos de

Nueva Zelanda

Con el fin de estudiar si el dinucleétido Ap4A inducia un aumento en los niveles de
lactoferrina, otra de las proteinas principales de la lagrima, se realizaron experimentos
parecidos a los realizados con la lisozima, evaluando esta vez la concentracion de
lactoferrina en la lagrima mediante la técnica de ELISA, tal y como se describe en

Materiales y Métodos.

En la Figura 21 se recogen los resultados que muestran la evolucién temporal del
efecto de Ap,A (100 pM) sobre los niveles de lactoferrina en lagrima de conejos
albinos de Nueva Zelanda, comparandolos con los valores basales obtenidos para

dicha proteina.

Transcurrida una hora de la aplicacion de ApsA, se produjo un aumento
significativo en la concentracion de lactoferrina (83.17 £ 9.89 ug/ml) en comparacion
con los valores control (68 + 4 ug/ml, p <0.05), efecto que se incrementd ligeramente a
las 2 h y se mantuvo durante otras 2 horas, retornando a continuacion a los niveles

basales de la lagrima (n=4) (Figura 21).
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Figura 21. Concentracién de lactoferrina tras la instilacién de Aps4A a lo largo del tiempo en la
lagrima de conejos albinos de Nueva Zelanda. El efecto de ApsA 100 uM (circulos verdes) y de la
solucién salina (circulos grises) sobre la concentracion de lactoferrina en la lagrima de conejos albinos de

Nueva Zelanda se estudié durante 6 h. Los valores mostrados corresponden a la media + S.D. de cuatro
experimentos independientes (* p <0.05, ** p <0.01 frente a los valores control).

1.7. Efecto medio del aumento de los niveles de lactoferrina inducidos por

ApsA en lalagrima de conejos albinos de Nueva Zelanda

Como se muestra en la Figura 22, el valor de la concentracibn media de
lactoferrina obtenida para el periodo entre 1 h y 5 h tras la aplicacion tépica de ApsA
mostré un aumento significativo sobre los niveles basales de la proteina. EI aumento
en la concentracion de lactoferrina después de la aplicacién tépica de ApsA fue de
83.28 + 1.06 ug/ml frente a 67.06 + 0.44 pg/ml (valor correspondiente al tratamiento

sin el dinucledtido).
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Figura 22. Estudio comparativo del efecto medio producido por ApsA (100 uM) y la correspondiente
concentracion de lactoferrina basal. Los valores mostrados corresponden a la media + S.D. de cuatro
experimentos independientes (*** p <0.001 frente a los valores control).

1.8. Curva concentracion-respuesta tras la aplicacion topica de ApsA

Del mismo modo, se realizaron ensayos mediante la técnica ELISA para
determinar los niveles de lactoferrina en la lagrima de conejos albinos de Nueva
Zelanda tras el pretratamiento tépico 2 h antes de ApsA a concentraciones graduales
(10® a 10°® M), con el fin de obtener la curva de concentracién-respuesta del
dinucledtido (n=4) (Figura 23). Las medidas se realizaron 2 h después de la instilacion,
debido a que, tal como muestra la Figura 21, el maximo efecto se produjo a dicho
tiempo. Ap,A fue capaz de aumentar los niveles de lactoferrina de una manera
dependiente de la concentracion y el andlisis de la curva permitié el calculo del valor

pD2 (-log ECsxp), que fue 5.42 + 0.17, equivalente a un ECs, de 3.78 uM (Figura 23).
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Figura 23. Curva concentracién-respuesta del efecto de ApsA sobre los niveles de lactoferrina en la
lagrima de conejos albinos de Nueva Zelanda. Cada punto se obtuvo 2 h después de la aplicacién del
dinucledtido (efecto maximo de ApsA). Los valores mostrados corresponden a la media = S.D. de cuatro
experimentos independientes.

1.9. Efecto de antagonistas de los receptores P2 en el aumento de la

concentracion de lactoferrina inducida en lagrima tras la aplicacién topica

de ApsA

Para analizar si los receptores P2 median el efecto de Ap4A sobre los niveles de
lactoferrina en la lagrima de conejo albino de Nueva Zelanda, se estudio el efecto de
un cocktail de antagonistas no selectivos de receptores P2 (PPADS, suramina y RB-2)

sobre los niveles de dicha proteina.

El efecto de Ap,A sobre los niveles de lactoferrina se revirtié significativamente tras
la instilacion de la mezcla de antagonistas no selectivos de receptores P2, obteniendo
valores muy inferiores en comparacion a los encontrados en la lagrima de animales en

los que solo se instil6 ApsA 2 h antes. En concreto, los valores disminuyeron de 85.17
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+ 3.29 ug/ml en la lagrima tratada con el dinucle6tido hasta 43.36 + 12.72 ug/ml en el
caso de la lagrima de conejos en los que se instilaron antagonistas no selectivos de

receptores P2) (Figura 24).
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Figura 24. Efecto de un cocktail de antagonistas de los receptores P2 (formado por PPADS,
suramina y RB-2, cada uno de ellos a concentraciéon 100 uM) tras la aplicacion tépica de ApsA (100
MM) en la concentracion de lactoferrina presente en la lagrima de conejos albinos de Nueva
Zelanda. Los valores mostrados corresponden a la media = S.D. de cuatro experimentos independientes
(*** p <0.001 frente a los valores correspondientes al tratamiento con Ap4A sin antagonistas).

2. Estudio del efecto de los dinucledsido polifosfatos y mononucleétidos

sobre la permeabilidad de la barrera del epitelio corneal

Con el objetivo de conocer el efecto de diversos dinucledsido polifosfatos
(ApsA, Ap,Ay ApsA) y mononucledtidos (ADP, ATP, UDP y UTP) sobre la funcion de la
barrera paracelular en cultivos de células HCLE, se realizaron ensayos midiendo la
resistencia eléctrica transepitelial (TEER) tras la aplicacién de dichos compuestos a
concentracion 100 uM siguiendo el procedimiento descrito en la seccion de Materiales

y Métodos.
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En todos los casos se detectd una disminucién de TEER tras la aplicacion de
los dinucledtidos, lo cual indicé que se estaba produciendo un aumento en la
permeabilidad de la barrera corneal (Figura 25). ApsA y ApsA produjeron reducciones
de TEER de, aproximadamente, 59% y 56% a las 2 h (19.04 + 2.54 Ohms x cm?y
20.44 + 2.47 Ohms x cm?, respectivamente), en comparacion con los valores control

(46.10 £ 1.53 Ohms x cm?; p <0.001, n=4).

Transcurridas 6 h de la aplicaciéon de los dinucleétidos, los valores de TEER
empezaron a regresar progresivamente en todos los casos hacia los valores control.
La mayor reduccién se obtuvo con el dinucleétido Ap,A, el cual produjo, a la primera
hora, un 44% de disminucion de TEER (p < 0.01, n = 4), obteniéndose las mayores
reducciones a las 2 h 'y 4 h (14.75 + 0.78 Ohms x cm? (68% de reduccién) y 21.35 +
1.0 Ohms x cm? (52% de reduccion), respectivamente), en comparacién con los
respectivos valores control (46.10 + 1.53 Ohms x cm? y 44.31 + 1.53 Ohms x cm? p

<0.001, n=4) (Figura 25).

En los ensayos realizados con los mononucleétidos trifosfato UTP y ATP (Figura
26), se obtuvieron valores de TEER significativamente inferiores 2 h después del
tratamiento (19.30 + 0.96 Ohms x cm? (62.58% de reducci6n) y 20.94 + 0.96 Ohms x
cm? (59.42% de reduccién), respectivamente) con respecto a los valores control
transcurridas 2 h (51.58 + 3.30 Ohms x cm?). A partir de este momento, los valores
fueron regresando progresivamente, a lo largo de los tiempos estudiados, hacia los

valores control (Figura 26).

En el caso de los mononuclettidos difosfato, ADP y UDP, no se produjeron
reducciones tan marcadas de TEER (Figura 27) en comparaciéon a las obtenidas con
los dinucledtidos (ApsA, ApsA y ApsA), vy los mononucleétidos monofosfato (UTP y

ATP).
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Figura 26. Medidas de la resistencia eléctrica transepitelial (TEER) de las células HCLE después de
su tratamiento con distintos mononucledtidos trifosfato. Las células se expusieron a ATP (100 uM)
(A) y UTP (100 uM) (B). Las medidas de TEER se tomaron a diferentes tiempos (1, 2, 4, 6 y 24 h). Los
valores mostrados corresponden a la media + S.D. de cuatro experimentos independientes (* p <0.05, ** p
<0.01 y *** p <0.001 frente a los valores control).
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Figura 27. Medidas de la resistencia eléctrica transepitelial (TEER) de las células HCLE después de
su tratamiento con distintos mononucleétidos difosfato. Las células se expusieron a ADP (100 uM)
(A) y UDP (100 pyM) (B). Las medidas de TEER se tomaron a diferentes tiempos (1, 2, 4, 6 y 24 h). Los
valores mostrados corresponden a la media + S.D. de cuatro experimentos independientes (* p <0.05, ** p
<0.01 y *** p <0.001 frente a los valores control).
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3. Estudio del efecto de Ap4A sobre los niveles proteicos de las proteinas

integrantes de las TJ y la fosforilacion de ERK

Una vez determinado el efecto que ejercen los mononucledtidos y dinucleétidos
sobre la permeabilidad del epitelio corneal (“funcién de barrera”) y teniendo en cuenta
que el dinucledtido Ap,A desencadend la mayor reduccion de TEER, se seleccion6
dicho compuesto para analizar su efecto sobre los niveles proteicos de tres de las
proteinas claves constituyentes de las TJ del epitelio corneal: ZO-1, ocludina y

claudina-7.

3.1. Efecto de ApsA sobre los niveles proteicos de las TJ a distintos

tiempos

Con el objetivo de estudiar el efecto producido por Ap;A sobre los niveles de
expresion de tres de las proteinas constituyentes de las TJ (ZO-1, ocludina y claudina-
7), se expusieron las células a pretratamiento con Ap,A 100 uM durante 5 minutos y
se analizaron mediante Western Blot los niveles proteicos de las TJ a diferentes

tiempos (1 h, 2 h, 6 hy 24 h) (Figuras 28 y 29).

El pretratamiento de cultivos de células HCLE con ApsA (100 uM) durante 5
minutos indujo una disminucion en los niveles de estas tres proteinas constituyentes
de las TJ, en comparacién con los niveles de proteinas correspondientes a los
controles (células no tratadas con el dinucleétido). En las tres proteinas se observo
una reduccion significativa a las 2 h del pre-tratamiento con Ap,A [% de reduccién: ZO-
1 (59.3 = 19.1%), ocludina (57.9 = 21.5%) y claudina-7 (58.8 + 18.6%)] en

comparacion con las células utilizadas como control (p < 0.01, n=4) (Figuras 28 y 29).
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Figura 28. Efecto de Ap.A sobre los niveles de proteinas constituyentes de las TJ en células HCLE.
(A) Imagen representativa del analisis por Western Blot correspondiente a las proteinas constituyentes de
las TJ (ZO-1, ocludina y claudina-7) a diferentes tiempos (1, 2, 6 y 24 h), tras la exposiciéon de 5 minutos
de las células HCLE a Ap.A (100 pM).

Ademas de los estudios realizados con ApsA sobre su efecto en los niveles
proteicos de las TJ, se llevaron a cabo ensayos similares aplicando el mononucle6tido
UTP (100 uM). Este compuesto también es un agonista del receptor P2Y, y se
selecciond al ser el mononucleétido que produjo valores de TEER mas reducidos

(Figura 26 B).

Los experimentos realizados tras la aplicacion de UTP, mostraron una reduccion
en la expresion de las proteinas [% de reduccién: ZO-1 (69.3 + 40.1%) y ocludina (64.6
+ 53.4%) a las 2 h]. Se puede apreciar una tendencia a la disminucion de claudina-7,
aungue no se llega a alcanzar valores significativos (18.7 + 53.6%) en esta Ultima

(Figuras 30y 31).
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Figura 29. Cuantificacion relativa de las intensidades de banda de la proteina citoplasméatica ZO-1y
las proteinas de transmembrana ocludina y claudina-7. La intensidad de las bandas obtenidas por
Western Blot se cuantific6 mediante analisis densitométrico, utilizandose GAPDH como control de carga y
normalizdndose los datos con respecto al control de la primera hora. Los valores mostrados corresponden
a la media = S.D. de tres experimentos independientes (* p <0.05, ** p <0.01 y p *** <0.001 frente a sus
correspondientes controles sin el dinucle6tido Ap.A).
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Figura 30. Efecto de UTP sobre los niveles de proteinas constituyentes de las TJ en células HCLE.
(A) Imagen representativa del analisis por Western Blot correspondiente a las proteinas constituyentes de
las TJ (ZO-1, ocludina y claudina-7) a diferentes tiempos (1, 2, 6 y 24 h), tras la exposicion de 5 minutos
de las células HCLE a Ap.A (100 pM).

3.2. Efecto de distintas concentraciones del dinucledtido ApsA sobre los

niveles proteicos de las TJ en células HCLE

Se incubaron las células HCLE durante 5 minutos con Ap,A a diferentes
concentraciones (10 nM, 0.1 uM, 1 yM, 10 pM, 100 uM y 300 pM) y se recogieron a las
2 h, para conocer si este compuesto afectaba a los niveles proteicos de las TJ (en
concreto, se evaluaron los niveles de la proteina ZO-1), asi como determinar a qué

concentracion del dinucleétido se originaban estos posibles cambios (Figura 32).

Como puede observarse en la Figura 32, a partir de concentraciones de ApsA de
10 uM, se obtuvieron los mayores efectos sobre los niveles de ZO-1, en comparacién
con los valores control (en ausencia de tratamiento con el dinucleétido), con una

reduccion de la expresion de la proteina del 59.69%.
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Figura 31. Cuantificacion relativa de las intensidades de banda de la proteina citoplasméatica ZO-1y
las proteinas de transmembrana ocludina y claudina-7. La intensidad de las bandas obtenidas por
Western Blot se cuantificd6 mediante analisis densitométrico, utilizandose GAPDH como control de carga y
normalizandose los datos con respecto al control de la primera hora. Los valores mostrados corresponden
a la media = S.D. de tres experimentos independientes (* p <0.05 frente a sus correspondientes controles
sin el mononucledtido UTP).
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3.3. Activacién de ERK 1/2 tras la aplicacion de ApsA a concentracion fija

de 100 uM sobre las células HCLE

Esta descrito que el dinucle6tido Ap,A a través de la estimulacion del receptor
P2Y, (Mediero et al., 2006) es capaz de activar distintas cascadas de sefializacién
celular, tales como la ruta de las ERK1/2 en células del epitelio corneal de conejo. Por
ello, en el presente trabajo se analiz6 si dicha activacion se producia también en las

células de epitelio corneal humano HCLE.

Como se muestra en la Figura 33, el tratamiento con Ap,A indujo la activacion de
ERK1/2 en las células HCLE. A lo largo de todos los tiempos estudiados se observé un
incremento significativo en la fosforilacion de ERK1/2 tras el tratamiento con Ap,A (100
UM) en comparacion con los correspondientes controles (en ausencia del
dinucledtido). El aumento maximo se produjo 2 h después del tratamiento con Ap4A,

detectdndose un incremento de los valores entorno al triple.

Estos resultados confirman que efectivamente bajo estas condiciones

experimentales se esta produciendo la activacién de dicha ruta en las células HCLE.
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Figura 32. Efecto de distintas concentraciones del dinucleo6tido Ap.sA sobre los niveles proteicos
de ZO-1 en células HCLE. (A) Imagen representativa del analisis por Western Blot correspondiente a la
proteina constituyente de las TJ ZO-1, 2 h después de la exposicion de las células HCLE a distintas
concentraciones de ApsA durante 5 minutos. (B) Cuantificacion relativa de las intensidades de las bandas
de Western Blot. La sefial de Western Blot se cuantificd por analisis densitométrico, utilizandose GAPDH
como control de carga y normalizandose los datos con respecto al control. Los valores mostrados
corresponden a la media + S.D. de tres experimentos independientes (** p <0.01 y p *** <0.001 frente a
los valores pertenecientes al control).
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Figura 33. Efecto de ApsA sobre la activacion de ERK 1/2 en células HCLE. (A) Imagen representativa
del analisis por Western Blot mostrando la activacion de ERK 1/2 tras la exposiciéon de las células al
dinucledtido ApsA (100 pM) a diferentes tiempos (1, 2, 6 y 24 h). (B) Cuantificacion relativa de las
intensidades de las bandas de Western Blot. La sefial de Western Blot se cuantific6 por analisis
densitométrico, utilizandose ERK 2 como control de carga y normalizdndose los datos con respecto al
control de la primera hora. Los valores mostrados corresponden a la media + S.D. de cuatro experimentos
independientes (* p <0.05, ** p <0.01 y p ***<0.001 frente a los valores control sin el dinucleétido ApsA).
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3.4. Evaluacion de la implicacion del receptor P2Y, y la cascada de
sefalizacién ERK 1/2 en el efecto inducido por Ap4A sobre las TJ de

células de epitelio corneal humano

En el epitelio de la cornea se ha demostrado previamente que, funciones de Ap,A
tales como la cicatrizacién de heridas corneales, estan mediadas por la estimulacién

de receptores P2Y, y la consiguiente activacién de ERK 1/2 (Mediero et al., 2008).

Con el fin de comprobar la implicacion de dichos receptores en el efecto que ApsA
produce en la disminucion de la expresién proteica de ZO-1, ocludina y claudina-7, se
procedié en primer lugar al silenciamiento del receptor P2Y, mediante SiRNA, v,

posteriormente, se realizaron ensayos para estudiar la activacion de ERK 1/2.

3.4.1. Andlisis de la implicacion del receptor P2Y, en el efecto de ApjA

sobrelas TJ

Para la realizacién de dichos estudios, el primer paso consistio en la puesta a
punto de la transfeccion del siRNA tal como se describe en Materiales y Métodos, asi
como la determinacion de las mejores condiciones para el silenciamiento del receptor
P2Y, (Figura 34). Para ello, se transfecté una mezcla de siRNAs con el fin de inducir el
silenciamiento del receptor P2Y,, utilizandose una combinacion de dos secuencias
individuales de siRNA (5’'-CAACAUGGCCUACAAGGUUUU-3) y (5-

GAACUGACAUGCAGAGGAUUU-3’), descritas previamente (Boucher et al., 2010).

Como se muestra en la figura 34, a una concentracion de 50 nM y transcurridas

24 h ya fue posible detectar una reduccion de, aproximadamente, el 49.24%.
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El silenciamiento mas eficaz se produjo a las 48 h (83.83%), a una concentracién
de siRNA de 50 nM, por lo que estas fueron las condiciones seleccionadas para la
realizacion de los estudios encaminados a determinar la implicacion del receptor P2Y,

en la accién de Ap4A sobre las TJ.

Los experimentos realizados utilizando la mezcla de siRNA a concentraciones de
100 nM no produjeron reducciones tan marcadas, siendo estas de 29.55% y 44.3%, a

las 24 h'y 48 h, respectivamente (Figura 34).

Utilizando las condiciones de silenciamiento previamente comentadas, se
procedi6 a realizar la transfeccibn de la mezcla de los siRNAs y al posterior
tratamiento con el dinucleétido durante 5 minutos, para finalmente analizar,
transcurridas 2 h, los niveles proteicos de las proteinas integrantes de las TJ (ZO-1,

ocludina y claudina-7), asi como la fosforilaciéon de ERK 1/2.

Como era de esperar, 2 h después del tratamiento con Ap,A, la fosforilacion de
ERK 1/2 se incrementd un 69% en comparacion con el control, y disminuyeron los
niveles de expresion de tres de las proteinas que forman parte de las TJ [% de
reducciéon: ZO-1 (35 + 7%), ocludina (26 + 5%), y claudina-7 (48 + 4%)] (Figura 35).
Tras la aplicacion de los siRNA frente al receptor P2Y,, estos valores se asemejan a
los valores control, al igual que ocurre con la fosforilacién de las ERK 1/2 (n=4, Figura

35).

Estos resultados confirman que el efecto de ApsA estd mediado por la
activacion de receptores P2Y,, e indican que la estimulacién de dicho receptor induce
la activacion de la cascada de sefalizacion ERK 1/2, la cual mediaria el efecto de

Ap,A sobre las TJ.
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Figura 34. Niveles proteicos del receptor P2Y; tras el silenciamiento con siRNA en células HCLE.
(A) Analisis mediante Western Blot mostrando la expresion del receptor P2Y», 24 y 48 h después de la
transfeccion del siRNA a distintas concentraciones (50 nM y 100 nM). (B) Cuantificacion relativa de las
intensidades de banda del Western Blot. La sefial de Western Blot se cuantific6 por andlisis
densitométrico, utilizandose GAPDH como control de carga y normalizandose los datos con respecto al
control de 24 h. Los valores mostrados corresponden a la media + S.D. de tres experimentos
independientes (*** p <0.001 frente a los valores control).
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Figura 35. Estudio de la participacion de los receptores P2Y, en el efecto de ApsA sobre las
proteinas integrantes de las TJ en células HCLE. (A) Imagen representativa del andlisis por Western
Blot mostrando los efectos de ApsA (100 pM) y de los siRNA (50 nM) frente a P2Y, sobre la activacion de
ERK 1/2 y los niveles de proteinas constituyentes de las TJ de las células HCLE. (B) Cuantificacion
relativa de las intensidades de banda del Western Blot. La sefial de Western Blot se cuantifico por analisis
densitométrico, utilizandose GAPDH como control de carga y normalizandose los datos respecto al
control. Los valores mostrados corresponden a la media + S.D. de cuatro experimentos independientes (*
p <0.05, ** p <0.01 y *** p < 0.001 frente a los correspondientes tratamientos de ApsA solo).
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3.4.2. Evaluacion de la implicacién de la cascada de sefalizaciéon ERK 1/2

en el efecto inducido por Ap4A sobre las TJ de células HCLE

Con el fin de confirmar la implicacion de la cascada de las ERK 1/2 en relacién a
los cambios en los niveles proteicos de las TJ inducidos por Ap4A, se llevaron a cabo

ensayos en presencia de U0126, inhibidor de esta ruta de sefializaciéon (Figura 36).
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Figura 36. Implicacion de la via de sefalizacién ERK 1/2 en el efecto de Ap4A sobre los niveles de
proteinas constituyentes de las TJ en células HCLE. (A) Imagen representativa del analisis por
Western Blot que muestra los efectos de ApsA (100 uM) y el inhibidor de MEK U0126 (100 uM) sobre la
activacion de ERK 1/2 y los niveles proteicos de ZO-1, ocludina y claudina-7 en células HCLE. (B)
Cuantificacion relativa de las intensidades de banda del Western Blot. La sefial de Western Blot se
cuantifico por andlisis densitométrico, utilizandose GAPDH como control de carga y normalizandose los
datos respecto al control. Los valores mostrados corresponden a la media + S.D. de cuatro experimentos
independientes (* p <0.05, ** p <0.01 y *** p < 0.001 frente a los correspondientes tratamientos de ApsA
solo).
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Tras la preincubacién de las células con el inhibidor U0126 (100 uM) (n=4, Figura
36) se revirti6 el efecto producido por ApsA en la activacion de ERK 1/2,
desapareciendo también su accidn sobre los niveles proteicos de ZO-1, ocludina y
claudina-7, mostrando las células pre-tratadas con U0126 niveles de dichas proteinas
comparables a los de las células control. Estos resultados confirman el papel de la via
ERK1/2 en la reduccion inducida por ApsA sobre los niveles de las tres proteinas, las

cuales son clave en el mantenimiento de la funcion de barrera del epitelio corneal.

4. Ensayos de inmunocitoquimica para evaluar el efecto de Ap,A y UTP

sobre lalocalizacién de ZO-1 en células HCLE

Se realizaron estudios de inmunocitoquimica en células HCLE para detectar la
presencia de ZO-1 con el fin de ver si los tratamientos con ApsA y UTP inducian

cambios en la localizacién de ZO-1.

Como se puede observar en la Figura 37, en el caso de las células control todas
las membranas celulares presentaron la localizacion tipica de ZO-1, mostrando un
patron de tincion en los bordes de las células HCLE a modo de linea continua a lo
largo de las regiones de contacto célula-célula, marcaje tipico de las TJ del epitelio (Yi
et al., 2000; Ban et al., 2003) (Figura 37, paneles superiores). En el caso de las células
tratadas con Ap,A y UTP, se aprecid6 una clara pérdida del marcaje en esta
localizacién, mostrando una tincion mas difusa y de menor intensidad tras la aplicacion

de ambos nucleétidos (en los paneles centrales e inferiores, respectivamente).
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Figura 37. Inmunolocalizacion de la proteina ZO-1 tras la aplicacién de ApsA (100 uM) y UTP (100
uM) en las células HCLE. El andlisis inmunocitoquimico de ZO-1 en las células control (paneles
superiores), tratadas con ApsA (paneles medios) y con UTP (paneles inferiores), se realiz6 2 h después
de la aplicacion del agente correspondiente. ZO-1 esta marcado en verde mientras que los nucleos

aparecen tefiidos con yoduro de propidio (rojo). Las imagenes mostradas son representativas de tres

experimentos independientes. Las barras de escala corresponden a 50 ym.

5. Ensayos de viabilidad celular

Con el fin de evaluar si el tratamiento con ApsA en células HCLE puede producir
algun efecto citotdxico, se incubaron las células de epitelio corneal con el dinucleétido

durante 24 h y se realizaron ensayos de viabilidad celular basados en el metabolismo
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del MTT (3-(4, 5 Dimetil-2-tiazolil)-2,-2H-tetrazolio 5-difenil bromuro). Mientras el
tratamiento con ApsA (100 uM) es capaz de modificar la permeabilidad de la barrera
corneal como revelaron los estudios del TEER, la exposicion al dinucle6tido durante 24

h no indujo cambios significativos en la viabilidad celular (Figura 38).
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Figura 38. Efecto en la viabilidad celular de ApsA en células HCLE. Dicha viabilidad celular se
determin6 con el ensayo MTT y los datos se normalizaron respecto al valor control (100%). Los valores
mostrados corresponden a la media + S.D. de tres experimentos independientes.

6. Ensayos de espectrofotometria para evaluar la entrada de compuestos

de diferente peso molecular a través de células HCLE

En primer lugar, mediante ensayos de espectrofotometria, se establecieron las
condiciones de tiempo para que se produjese la situacién de equilibrio en los valores
de absorbancia de tres colorantes (todos a concentracion 1 mM) con diferentes pesos
moleculares (hematoxilina, 302.28 g/mol; azul de bromofenol, 669.96 g/mol, y azul de

Evans, 960.81 g/mol), en filtros transwell donde no se sembraron células.

Por otra parte, una vez sembradas las células HCLE en filtros transwell de

policarbonato vy, tras el tratamiento previo con Ap,A (100 uM) descrito en Materiales y
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Métodos y la posterior aplicacién de los diferentes colorantes, se procedié a leer los

valores de absorbancia en dichos transwell.

Los colorantes hematoxilina y azul de Evans alcanzaron la estabilidad en los
valores de absorbancia en las medidas realizadas a tiempos cortos, mientras que, en
el caso del azul de bromofenol, se alcanzé la estabilidad entre los 60 y 80 minutos,

aproximadamente (Figura 39 A).

En el caso del colorante hematoxilina (cuyo peso molecular es de 302.28
g/mol) (Figura 39 A), al medir la absorbancia se puede observar que presenta valores
practicamente iguales a los obtenidos en el tratamiento control, lo que indica que, dado
su pequefio tamario, la facilidad de entrada es igual en presencia 0 en ausencia del

tratamiento con el dinucleétido.

En la Figura 39 B, se aprecia como los valores de absorbancia del colorante
azul de bromofenol, de peso molecular 669.96 g/mol en células tratadas con Ap;A son
mayores con respecto a los valores control, lo que indica que Ap,A favorece la entrada

de dicho compuesto en la monocapa de células corneales epiteliales.

Por el contrario, el colorante azul de Evans (de peso molecular 960.81 g/mol),
tiene un comportamiento muy diferente a los otros dos colorantes, presentando valores
de absorbancia muy bajos y con muchas oscilaciones, lo cual sugiere que dicho
compuesto, al ser el de peso molecular mas elevado de los tres, no es capaz de
atravesar la barrera corneal, tanto en presencia como en ausencia de Ap4A (Figura 39

C).
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Figura 39. Efecto de Ap4A (100 uM)
sobre la entrada de compuestos de
diferente peso molecular a través
de células HCLE. (A) Ensayos de
espectrofotometria en ausencia de
células para determinar los tiempos de
equilibrado de las concentraciones de
tres colorantes con diferentes pesos
moleculares. Los valores mostrados
corresponden a la media + S.D. de
tres experimentos independientes. (B)
Hematoxilina (1mM); (C) Azul de
bromofenol (ImM) y (D) azul de Evans
(ImM). Las medidas de absorbancia
se tomaron a intervalos de cinco
minutos durante un tiempo maximo de
2 h. Los valores mostrados
corresponden a la media * S.D. de
tres experimentos independientes (* p
<0.05, ** p <0.01 y *** p < 0.001 frente
a los valores control sin el dinucledtido
Ap4A).
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7. Efecto in vivo del ApsA en el modelo de conejo albino de Nueva Zelanda
7.1. Preparaciones montadas en plano de cérneas de conejos albinos de

Nueva Zelanda

Para evaluar el efecto de Ap,A en la localizacion de ZO-1 en el epitelio corneal
de conejos albinos de Nueva Zelanda, se extrajeron las corneas de los animales y se
realizaron estudios de corneas montadas en plano con el fin de comparar la
localizacién de dicha proteina en el epitelio de cérneas sin tratar y en aquellas en las

que se aplico topicamente Ap,A (10 pM).

Como era de esperar, en las cérneas control (sin tratamiento con Ap4A) la
inmunoreactividad de ZO-1 apareci6 como una linea continua a lo largo de las

regiones de contacto célula-célula (Figura 40).

Este patron de tincion en las membranas celulares es caracteristico de las TJ en
células epiteliales corneales (Ryeom et al.,, 2000). La aplicacién tépica de ApsA (10
MM) produjo cambios en la distribucion de la proteina ZO-1, detectandose la disrupcién
en el marcaje de ZO-1, asi como una disminucién de la intensidad en los bordes de las
células del epitelio corneal de los conejos 2 h después del tratamiento con ApsA. En
cambio, 24 h después del tratamiento con el dinucleotido se observo un patron muy

similar al obtenido con el control, lo que indica que se trata de un fenédmeno transitorio.
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CONTROL~Z0O-1 ApsAIZO-1 (2 h)

20 uM 20 i
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Figura 40. hmunolocalizacion de la proteina Z0-1
tras la aplicacion de ApsA {10 g1} en corneas de
conejos abinos de Nueva Zelanda mediante
prepaaciones de corneas montadas en plano (40
X). Visualizacidn de la expresion de Z0-1 en el
epitelio de la cdrnea de conejo (mostrado en verde) y
su combinacion con yoduro de propidio para la
visualzacion de los nicleos (mostrado en rojo). Estas
imagenes son representativas de tres experimentos
independientes.

20 pM

7.2. Cuantificacién de la entrada de 5-MCA-NAT en el humor acuoso de
conejos albinos de Nueva Zelanda en ausencia 0 en presencia de ApjA.

Ensayos de silenciamiento del receptor P2Y, mediante siRNA

Con el fin de estudiar si el efecto inducido por Ap4A en los niveles de proteinas
constituyentes de las TJ podria facilitar la entrada de farmacos in vivo, se analizé la
entrada del analogo de la melatonina 5-MCA-NAT en el humor acuoso de conejos
albinos de Nueva Zelanda. Los animales fueron tratados con 5-MCA-NAT aplicado en
tres condiciones diferentes: individualmente (10 mM, 10 ul), simultdneamente con
ApsA (10 uM, 10 pl) (“ApsA + 5-MCA-NAT”) y 2 h después de la aplicacion del
dinucleétido (“ApsA/5-MCA-NAT”). Esta udltima condicion fue también analizada en
conejos en los que se indujo previamente el silenciamiento de los receptores P2Y,

mediante la aplicacion tépica de un siRNA frente a los mismos, tal y como se describe
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en Materiales y Métodos. Como se muestra en la Figura 41, se detecté 5-MCA-NAT en
el humor acuoso de los animales tras la aplicacién tépica de dicho compuesto. La
concentracion medida fue de 97.5 + 5.3 nM, muy parecida a la que se obtuvo cuando
ApsA se aplicod simultaneamente con 5-MCA-NAT (105.1 + 8.69 nM). En cambio, cabe
destacar que cuando se administré Ap4A 2 h antes que 5-MCA-NAT, la concentracion
de este ultimo en el humor acuoso fue de 314.4 £ 10.64 nM. En presencia del siRNA

frente al receptor P2Y,, la concentracion de 5-MCA-NAT fue de 109.4 + 6.73 nM (p

<0.001, n=4).
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Figura 41. Entrada de 5-MCA-NAT en el humor acuoso de conejos albinos de Nueva Zelanda en
combinacién con el dinucledtido ApsA y en presencia de siRNA frente a P2Y,. (A) Perfiles
representativos de HPLC del anélogo de la melatonina cuando se aplico solo, simultdneamente con ApsA
(“ApsA + 5-MCA-NAT”), 2 h después de la tratamiento con el dinucleétido (“ApsA/5-MCA-NAT”) y en
presencia de siRNA frente a P2Y,. (B) Cuantificacién de los cromatogramas que se describen en el panel
(A). Los valores mostrados corresponden a la media + S.D. de cuatro experimentos independientes (*** p
<0.001).

Del mismo modo, se realizaron experimentos similares utilizando el
mononucleétido UTP. Cuando UTP y 5-MCA-NAT se aplicaron simultdneamente

(“UTP + 5-MCANAT"), la concentracién obtenida para el 5-MCA-NAT resulté ser de
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110.40 £ 11.30 nM. En cambio, cuando el mononucleétido fue aplicado 2 h antes de 5-
MCA-NAT, la concentracion de este Ultimo ascendié hasta 306.70 £ 8.90 nM (“UTP/5-

MCA-NAT”) (Figura 42).
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Figura 42. Entrada de 5-MCA-NAT en el humor acuoso de conejos albinos de Nueva Zelanda en
combinacion con el mononucledtido UTP. (A) Perfiles representativos de HPLC del analogo de la
melatonina cuando se aplico solo, simultaneamente con UTP (“‘UTP + 5-MCA-NAT”) y 2 h después de la
tratamiento con el mononucleétido (“UTP/5-MCA-NAT”). (B) Cuantificaciéon de los cromatogramas que se
describen en el panel (A). Los valores mostrados corresponden a la media + S.D. de cuatro experimentos
independientes (*** p <0.001 frente al control con 5-MCA-NAT).
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7.3. Medidas de presion intraocular en conejos albinos de Nueva Zelanda

7.3.1. Efectos de ApsA y 5-MCA-NAT sobre la PIO de conejos albinos de

Nueva Zelanda

Con el fin de analizar la capacidad hipotensora de los compuestos ApsA (10 uM, 10
M) y 5-MCA-NAT (1 uM, 10 ul) producida en conejos albinos de Nueva Zelanda, se
aplicaron topicamente dosis unicas de dichos compuestos sobre la superficie ocular de

los animales (n=8).
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Figura 43. Efectos de Ap,A y 5-MCA-NAT sobre la PIO de conejos albinos de Nueva Zelanda. (A)
Efecto de Ap,A (10 pM, 10 pl) sobre la PIO a lo largo de 6 h. Los valores mostrados corresponden a la

media + S.D. de ocho experimentos independientes (el 100% de la PIO corresponde a 13.8 = 3.8 mm Hg).
(B) Efecto de 5-MCA-NAT (1 uM, 10 pl) sobre la PIO durante 6 h. Los valores son la media + desviacion
estandar de ocho experimentos independientes.
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La reduccién observada en los valores de PIO tras la aplicacion de ApA (10 uM,
10 pl) fue de 10.7 £ 1.4% en comparacion con el control (n=8) (Figura 43A). Cuando
se ensayo la capacidad del 5-MCA-NAT (1 uM, 10 ul) para reducir la P1O en el mismo
modelo animal, este compuesto indujo una reduccién de 15.3 £ 3.2%, en comparacion

con el ojo contralateral tratado con vehiculo (solucién salina 0.9%) (Figura 43 B).

7.3.2. Efectos combinados de Ap4A y 5-MCA-NAT sobre la PIO de conejos

albinos de Nueva Zelanda

Una vez que la accién hipotensora de Ap;A y 5-MCA-NAT fue analizada de
forma independiente, se procedi6 a evaluar la aplicacion de ambos compuestos
combinandose de diferentes maneras, de acuerdo con los estudios efectuados en
HPLC. Por un lado, se examiné su aplicacién simultanea y, por otro lado, la aplicacién

del dinucleétido Ap,A 2 h antes del analogo de la melatonina.
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Figura 44. Efecto de 5-MCA-NAT aplicado solo y en combinacidon con Ap.A sobre la PIO de conejos
albinos de Nueva Zelanda. Efecto de 5-MCA-NAT aplicado solo (1 yM), combinado simultdaneamente
con ApsA (10 uM) (“ApsA + 5-MCA-NAT”) y aplicado 2 h después del tratamiento con ApsA (“ApsA / 5-
MCA-NAT”) sobre la PIO a lo largo de 8 h. Los valores mostrados corresponden a la media + S.D. de
ocho experimentos independientes (el 100% de la PIO corresponde a 14.2 + 3.4 mmHg).
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La aplicacibn simultanea de ApsA y 5-MCA-NAT (10 pM vy 1 uM,
respectivamente, en un volumen de 10 pl cada compuesto) produjo una reduccién en
la PIO de 14.0 £ 2.2% (n=8), y dichos valores volvieron lentamente hacia los iniciales
(Figura 44). Cuando el experimento se repitié aplicando primero Ap,A (10 uM, 10 pl), y
2 h después el analogo de melatonina (5-MCANAT (1 uM, 10 ul)), fue posible observar
una reduccién de la P1O de 23.5 + 3.6% (n=8) (en comparacion con los valores control,
Figura 44), con la particularidad de que, en este caso, la PIO se mantuvo con valores

reducidos durante un tiempo mas prolongado.

7.3.3. Curva concentracion-respuesta de Ap4A en el efecto hipotensor de

5-MCA-NAT sobre la PIO de conejos albinos de Nueva Zelanda

Se analiz6 ademas la capacidad de diferentes concentraciones de Ap,A (0.1 -
500 uM) sobre el efecto hipotensor de 5-MCA-NAT (1 uM, 10 pl), generandose una

curva concentracion-respuesta.
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Figura 45. Curva de concentracién-respuesta para ApsA (0.1 a 500 pM) y 5-MCA-NAT (1 uM)
aplicado 2 h después del dinucleétido sobre la PIO de conejos albinos de Nueva Zelanda. Los
valores mostrados corresponden a la media + S.D. de ocho experimentos independientes.
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Como se puede observar en la Figura 45, se obtuvo una curva de respuesta
sigmoidal que proporcioné un valor pD2 de 5.58 £ 0.16, con un valor ECs, de 2.6 yM

(n=8).

7.3.4. Efecto de antagonistas de receptores P2 y de siRNA frente al
receptor P2Y, sobre la accion del ApsA en el comportamiento hipotensor

de 5-MCANAT

Con el fin de averiguar si antagonistas de receptores P2 podian revertir el
efecto que el ApsA producia sobre 5-MCA-NAT, se ensayaron algunos de dichos

antagonistas (RB2, Suramina y PPADS) a dosis Unicas de 100 uM (10 pl).

Como se puede observar en la Figura 46, RB2 y suramina fueron inhibidores
mas eficaces que PPADS en la potenciacion por Ap;A del efecto hipotensor de 5-
MCA-NAT. RB-2 aboli6 el efecto de Ap,A un 11.4 + 5.28%, mientras que el efecto de
suramina fue de 11.5 = 0.14% respecto al valor de Ap;A/5-MCA-NAT. PPADS, por otro
lado, redujo el efecto de Ap,A un 5.38 + 3.46% en comparacion con la acciéon
hipotensora de 5-MCA-NAT después de su tratamiento con Ap,A 10 uM (n=8, Figura

46).

Con el objetivo de analizar con mas profundidad la implicacion de receptores
P2Y,, se procedié a investigar su silenciamiento mediante el uso de un siRNA. La
aplicacion de dicho siRNA revirtié la potenciacion de ApA en el efecto hipotensor de
5-MCA-NAT, confirmando la implicacién de los receptores P2Y, en el efecto inducido

por el dinucleétido.
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Figura 46. Efecto de antagonistas de los receptores P2 y siRNA frente a P2Y; en el efecto
potenciador de ApsA sobre la accién hipotensora inducida por 5-MCA-NAT. Efecto de 5-MCA-NAT (1
pUM) aplicado solo; 5-MCA-NAT (1 uM) aplicado 2 h después del tratamiento con ApsA (10 uM) (“ApsA/5-
MCA-NAT”) en ausencia o en presencia de antagonistas de receptores P2 (RB2, suramina y PPADS,
cada uno de ellos a 100 pM, 10 pl) y con la aplicacion de un siRNA para P2Y,. Los antagonistas de los
receptores P2 se administraron 30 minutos antes de la aplicacion de ApsA. En el caso del siRNA para
P2Y,, se aplicé una dosis Unica durante cuatro dias consecutivos (10 nmol de siRNA resuspendidos en
agua RNasa—-DNasa-free, 40 pl/dia) antes de la aplicacion de ApsA. El 100% de la PIO corresponde a
14.4 + 3.1 mmHg. Los valores mostrados corresponden a la media + S.D. de ocho experimentos
independientes (* p <0.05, ** p <0.01 y *** p <0.001 frente al valor de ApsA/5-MCA-NAT).

7.4. Cuantificacion de la entrada de agentes adrenérgicos
antiglaucomatosos en el humor acuoso de conejos albinos de Nueva

Zelanda en ausencia o en presencia de ApsA

Con el fin de estudiar si el efecto temporal inducido por Ap;A en los niveles y
funcionalidad de las proteinas constituyentes de las proteinas integrantes de las TJ
podria facilitar el acceso de otros farmacos in vivo, se examiné la entrada de farmacos
frecuentemente prescritos para el tratamiento del glaucoma (como son la brimonidina y

timolol) en el humor acuoso de conejos albinos de Nueva Zelanda.
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Como se puede observar en la Figura 47, mediante HPLC se detectd la
presencia de brimonidina en el humor acuoso de los animales (n=4). La cantidad
medida fue de 64.3 = 5.3 nM, que era menor gue la obtenida cuando ApsA se aplico
simultaneamente con el farmaco (125 + 4 nM). Por otra parte, los resultados obtenidos
cuando Ap,A se aplicéd 2 horas antes de brimonidina, mostraron que la concentracion

de esta Ultima resultd ser de 240.6 + 8.6 nM.

Cuando se realizé el mismo experimento con timolol, la concentracion de este
B-blogueante en el humor acuoso al aplicarse solo fue de 58.9 + 9.2 nM. Tras su
aplicacién simultdnea con Ap,A se obtuvo una concentracion intraocular de timolol de
88.4 + 3.2 nM, vy, tras el pretratamiento con Ap,A, se obtuvieron valores de 183.7 £ 6.8

nM (n=4, Figura 48).

Estos resultados claramente confirman que el ApsA, al aplicarse 2 h antes,
facilita que se produzca una mayor entrada de agentes antiglaucomatosos en el

interior del ojo.
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Figura 47. Entrada de agentes adrenérgicos (brimonidina) en combinacién con ApsA sobre el
humor acuoso de conejos albinos de Nueva Zelanda. (A) Perfiles representativos de HPLC de
brimonidina cuando se aplica sola (trazo superior), simultineamente con ApsA (trazo medio), y 2 h
después de la instilacion del dinucledtido (trazo inferior). (B) Porcentaje de aumento en la presencia de
brimonidina aplicada sola (azul), simultdneamente con ApsA (verde claro) y 2 h después de la aplicacion
de ApsA (verde oscuro) (** p <0.01, *** p <0.001 frente al compuesto solo).

A

0.002|
AUFS

——
—t

——

0

2

Timolol
Timolol
Timolol + Ap,A
Timolol / Ap,A
4 6

Tiempo de retencion (minutos)

Incremento en el humor acuoso (%)

500

400

300

200

100

B Timolol
=1 Timolol + Ap,A

L] Timolol/Ap,A

Timolol

Figura 48. Efecto de agentes adrenérgicos (timolol) en combinacion con ApsA sobre el humor
acuoso de conejos albinos de Nueva Zelanda. (A) Perfiles representativos de HPLC de timolol cuando
se aplica solo (trazo superior), simultdneamente con Ap.A (trazo medio), y 2 h después de la instilacion
del dinucledtido. (B) Porcentaje de aumento en la presencia de timolol aplicado solo (rosa),
simultaneamente con Ap.A (verde claro) y 2 h después de la aplicacién del dinucle6tido (verde oscuro) (*
p <0.05, *** p <0.001 frente al compuesto solo).
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7.5. Efectos combinados de Ap4A y agentes adrenérgicos sobre la presion

intraocular en conejos albinos de Nueva Zelanda

Junto al estudio del papel del Ap,A sobre el efecto hipotensor del analogo de la
melatonina, 5-MCA-NAT, se investigd ademas si el pretratamiento con Ap,A (10 pl, 10
MM) es también capaz de modificar la accion hipotensora de farmacos prescritos en el
tratamiento del glaucoma. Con este fin, se aplicaron tépicamente sobre los ojos de los
conejos albinos de Nueva Zelanda los agentes adrenérgicos brimonidina y timolol de
tres formas diferentes: individualmente, combinados simultaneamente con ApA
(“Agente adrenérgico + Ap,A”) y 2 h después de la aplicacion del dinucleétido (“Agente

adrenérgico/Ap,A”).
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Figura 49. Efecto de agentes adrenérgicos (brimonidina) en combinaciéon con ApsA sobre la PIO de
conejos albinos de Nueva Zelanda. Se muestra la evolucion en el tiempo de los cambios en la PIO
producidos tras la aplicacion de brimonidina individualmente (cuadrados azules), simultaneamente con
ApsA (cuadrados verdes claros), y dos horas después de la aplicacion de ApsA (cuadrados verdes
oscuros). El control (cuadrados grises) corresponde a los animales tratados so6lo con vehiculo (solucion
salina). El 100% representa la presion intraocular antes de la aplicacion de cualquier farmaco (es decir, en
t=0) y fue equivalente a 16.5 = 1.7 mm Hg. Los valores mostrados corresponden a la media + S.D. de seis
experimentos independientes.
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La aplicacién de brimonidina de manera individual (20 pl, 2 mg/ml) no difiere de
los resultados obtenidos cuando este compuesto se aplicé simultdneamente con ApsA
(Figura 49). Asi, cuando se aplicé brimonidina de manera individual o simultaneamente
con el dinucleétido (“brimonidina + Ap,A”), la P10 se redujo de 100% (control) a 65.1 +
2.0% (35% de reduccion de la PIO). Resulta de especial interés que, cuando Ap4A se
aplicé dos horas antes que el agonista a-adrenérgico, se produjo una reduccién en los
valores de la PIO de un 100% (valores control) a valores de 51.0 + 2.5% (49% de

reduccion) (n=6, Figura 49).
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Figura 50. Efecto de agentes adrenérgicos (timolol) en combinacién con ApsA sobre la PIO de
conejos albinos de Nueva Zelanda. Se muestra la evolucion en el tiempo de los cambios en la PIO
producidos tras la aplicacion de timolol individualmente (cuadrados rosas), simultaneamente con ApsA
(cuadrados verdes claros), y dos horas después de la aplicaciéon de ApsA (cuadrados verdes oscuros). El
control (cuadrados grises) corresponde a los animales tratados sélo con vehiculo (solucién salina). El
100% representa la presion intraocular antes de la aplicacion de cualquier farmaco (es decir, en t=0) y fue
equivalente a 16.5 + 1.7 mm Hg. Los valores mostrados corresponden a la media + S.D. de seis
experimentos independientes.

En el caso de timolol (20 pl, 5 mg/ml), al ser aplicado de forma individual o
simultaneamente con Ap,A, produjo un efecto sobre la PIO practicamente idéntico,

proporcionando un valor de, aproximadamente, 62 = 4.0% (38% de reduccion).
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Cuando ApsA se aplicé 2 h antes del farmaco, los valores de PIO disminuyeron desde

valores control (100%) a 50.0 * 3.0% (50% de reduccién de la PIO) (n=6, Figura 50).

7.5.1. Efectos maximos obtenidos de Ap4A y agentes adrenérgicos sobre

la presion intraocular de conejos albinos de Nueva Zelanda

Se procedié a comparar los efectos maximos obtenidos cuando se utilizaron

ambos agentes adrenérgicos, bien aplicados solos o combinados con Ap,A.
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Figura 51. Comparacion entre los efectos maximos obtenidos en la reduccién de PIO tras la
aplicacién de brimonidina y timolol con o sin ApsA observados 3 h después de la aplicacién del
dinucledtido. El control (100%) representa la presion intraocular antes de la aplicacion de cualquier
farmaco (es decir, en t=0) y fue equivalente a 16.5 + 1.7 mm Hg. Los valores mostrados corresponden a la
media + S.D. de seis experimentos independientes (** p <0.01).

Como puede observarse en la Figura 51, tras la instilacion del dinucleétido 2 h
antes que brimonidina y timolol, el efecto hipotensor de ambos compuestos mejord

significativamente (Figura 51, n=6, p <0.01).

203



Resultados

El efecto maximo producido tras la aplicacion de ApsA 2 h antes que brimonidina y
timolol produjo unas reducciones de la PIO de 51 + 2.5% y de 50 + 3.0% frente a los

valores control (100%).

7.6. Evaluacién de la salud ocular tras la aplicacion tépica del ApsA y la
instilacion de compuestos adrenérgicos en el ojo de conejos albinos de

Nueva Zelanda

Se evalu6 el estado de salud ocular general tras la aplicacion de los

compuestos utilizados.

Tras la aplicacion de ApsA y 5-MCA-NAT, no se observaron anomalias tales
como enrojecimiento conjuntival y palpebral, secreciones anémalas en los
parpados, edema corneal, ni opacidades en el cristalino, siendo la transparencia
de los medios en todo momento satisfactoria. En cuanto a la evaluacién del
endotelio corneal, no se detectaron cambios en el espesor, forma y ndmero de

células (Figura 52).

Tras la aplicacion de brimonidina y timolol se observd un ligero
blefaroespasmo, asi como enrojecimiento palpebral y conjuntival, no observandose
opacidades en el cristalino y en el resto de medios. En cuanto a la evaluacion del
endotelio corneal, no se detectaron cambios, al igual que con el resto de

compuestos utilizados (Figura 52).
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ANTES DESPUES

Figura 52. Evaluacién de la salud ocular general de los conejos albinos de Nueva Zelanda tras la
aplicacién de los diferentes compuestos. (A) Estado general del ojo, antes y después de la instilacion;
(B) Evaluacion mediante iluminacién directa de la cornea, camara anterior y el cristalino; (C)
Transparencia ocular (retroiluminacién); (D) Evaluacién del estado del endotelio corneal (n° células,
hexagonalidad y forma) mediante biomicroscopio especular.
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8. Estudio de la implicacion del ApsA en los cambios corneales

observados en un modelo de raton glaucomatoso

El ratobn DBA/2J es un modelo de glaucoma exfoliativo que presenta elevacion
crénica de la P10, y una serie de caracteristicas asociadas a nivel ocular. Asi, como se
muestra en la Figura 53, la PIO de los ratones DBA/2J se incrementd
significativamente desde un estadio de 3 meses de edad a otro de 9 meses de edad.
Ademas en el estadio de 9 meses los valores de la PIO de este ratdn glaucomatoso
resultan superiores a los mostrados por un ratén de la cepa control C57BL/6 del
mismo estadio. Por otra parte, investigaciones realizadas en nuestro grupo indican que
se produce la muerte neuronal en la retina de dicho modelo animal a partir de los doce
meses de edad, haciéndose mas drastica a los quince meses (Perez de Lara et al.,

2014).

Asimismo, en el ratdbn DBA/2J estan descritas otra serie de caracteristicas a
nivel ocular. En la cornea del DBA/2J aparecen calcificaciones, edema, oclusiones,
Ulceras e inflamaciones corneales en ciertos estadios de edad (Sheldon et al., 1995;
John et al.,, 1998; Danias et al., 2003). Los depdsitos corneales extracelulares,
frecuentemente con aspecto globular, pueden estar asociados con adelgazamiento o
Ulceras por superposicion del epitelio corneal (Figura 54 B, C) y con la edad se hacen

mas densos e incrementan su diametro.

En el ratén DBA/2J se observa atrofia del epitelio pigmentado del iris, asi como
opacidades corneales, bordes pupilares mas gruesos con macréfagos facociticos,
sinequias periféricas anteriores y atrofia en el cuerpo ciliar a los 6 meses de edad
(Sheldon et al., 1995; John et al., 1998). Por otra parte, a los 8 meses de edad se

producen cambios sustanciales en el espesor corneal, observandose un aumento y
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asimetria del mismo en comparacion con cepas control, tales como el C57BL/6 (Figura

54 A) (Chou et al., 2011).

kkk
*%
30 - —
%] B C57/BL6
(=]
£ 20- 1 bpBA/2J
E '|' T -
(@] 15 - T
& T
10 -
5 .
0 T T T 1
3 meses 9 meses 15 meses

Figura 53. Medidas de presion intraocular en ratones C57BL/6 y DBA/2J, a diferentes estadios: tres
meses, nueve meses y quince meses de edad. Los valores son la media + S.D. de ocho experimentos
independientes (** p<0.01, *** p <0.001).

Para la realizaciébn de los experimentos encaminados a estudiar la posible
contribuciéon del Ap,A en los cambios corneales observados en el raton DBA/2J, se
emple6é como modelo animal dicho ratén, asi como el ratdon no patolégico C57BL/6. Se
eligieron, a su vez, dos estadios de edad, tres y quince meses, para poder establecer
comparaciones entre un estado donde aln no se ha desarrollado la patologia (tres

meses) y otro donde la patologia est4 avanzada (quince meses).
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Figura 54. Alteraciones en la cornea del raton DBA/2J. (A) Imagen adaptada (Chou et al., 2011),
mostrando las medidas de curvatura corneal realizadas en ratones DBA/2J a los 2, 8 y 20 meses de edad
mediante OCT. A los 8 meses se puede observar la asimetria y el aumento del espesor corneal, que
sigue incrementandose hasta los 20 meses. (B) Depdsitos minerales en raton DBA/2J de quince meses
de edad (paneles superiores). (C) Depoésitos corneales observados mediante microscopia confocal en
secciones opticas de DBA/2J de quince meses de edad (paneles inferiores). En rojo se visualizan los
nucleos marcados con yoduro de propidio (20X).

208



Resultados

8.1. Estudio comparativo a los tres y a los quince meses de edad de los
niveles de ApsA y de ATP en el humor acuoso de ratones C57BL/6 y

DBA/2]

Se midieron los niveles de Ap,A y de ATP mediante HPLC en el humor acuoso
de ratones C57BL/6 y DBA/2J a los tres y quince meses de edad (n=3) (Figura 55).
Los niveles de ambos nucleétidos fueron claramente superiores en el estadio de
mayor edad, en comparacion con los resultados obtenidos en el humor acuoso de
ratones de tres meses. Por ejemplo, en el caso del ratbn C57BL/6, las cantidades
medidas en el humor acuoso de Ap,A y ATP a los tres meses de edad fueron de 0.52
+0.08 uMy 2.69 £+ 1.22 uM frente a 7.65 + 1.15 yM y 8.42 £ 0.84 uyM a los quince
meses. Por otra parte, en el humor acuoso de ratones DBA/2J, se observaron niveles
de Ap,Ay ATP de 0.29 + 0.11 pM y 2.15 £ 1.01 uM y de 12.25 + 6.02 pM y 15.25 +
1.78 M (a los tres y quince meses de edad, respectivamente). Al comparar los valores
detectados de ApsA y ATP en el estadio de quince meses en ambos modelos
animales, se observo un aumento en la concentracion de Ap,A de 12.25 + 6.02 uM en
ratones DBA/2J, frente a 7.65 £ 1.15 uM en ratones C57BL/6. La concentracion del
mononucleétido trifosfato ATP también se incremento en los ratones DBA/2J de quince
meses (15.25 + 1.78 pM) frente a la que presentaron los ratones C57BL/6 de dicho

estadio (8.42 + 0.84 uM).
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Figura 55. (A) Perfiles de HPLC
representativos de ATP y de Ap,A en

ratones C57BL/6 de tres y quince
meses de edad y (B) en ratones
DBA/2J de tres y quince meses de
edad. (C) Cuantificacion de los
cromatogramas descritos en el panel
A (* p <0.05, *** p <0.001) (n=3).
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8.2. Inmunohistoquimica corneal: secciones transversales y coérneas

montadas en plano

8.2.1. Inmunohistoquimica con secciones transversales de cérnea en el
modelo de raton C57BL/6 para analizar la expresién de ZO-1, ocludina y

claudina-7

En primer lugar, se realizaron ensayos de inmunohistoquimica para analizar, en
secciones transversales de las corneas de ratones C57BL/6, la expresion de ZO-1,
ocludina, y claudina-7. En la Figura 56 se observa que las tres proteinas se expresan

en el epitelio corneal, y Gnicamente se observa marcaje endotelial en el caso de ZO-1.
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Figura 56. Inmunolocalizacidon de las proteinas ZO-1, ocludina y claudina-7 en la cdrnea de ratones
C57BL/6 de tres meses de edad. Las secciones transversales muestran la tincion correspondiente a las
proteinas TJ (en verde). Los nucleos celulares se visualizan mediante yoduro de propidio (en rojo). Estas
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imagenes son representativas de tres experimentos independientes. Imagenes obtenidas a 20X. Las

barras de escala corresponden a 50 pm.
8.2.2. Preparaciones de cérneas de ratones C57BL/6 y DBA/2J montadas
en plano a los tres y quince meses de edad para analizar la expresién de

Z0O-1 en el endotelio

Con el fin de analizar la expresion de ZO-1 (una de las proteinas clave que
forman parte de las TJ) en el endotelio de ratones C57BL/6 y DBA/2J se procedio a
estudiar la distribucién de la misma mediante inmunohistoquimica. Teniendo en cuenta
gue Unicamente se detecto la expresion de la proteina ZO-1 en el endotelio corneal de
ratén, el estudio de los posibles cambios en las TJ endoteliales del raton glaucomatoso

DBA/2J se centro en el analisis inmunohistoquimico de dicha proteina.

En la figura 57 se presentan imagenes de preparaciones de cdrneas montadas
en plano, mostrando la inmunoreactividad de ZO-1 en el endotelio de ratones C57BL/6
y DBA/2J a los tres meses de edad. Como puede observarse, la inmunoreactividad de
Z0-1 aparecié como una linea continua a lo largo de las regiones de contacto célula-
célula del endotelio de ambos modelos animales, mostrando un marcaje con una

intensidad muy parecida en ambos casos, y con continuidad en la tincién de ZO-1.

En la Figura 58 se presentan las imagenes de cOrneas montadas en plano,
mostrando la inmunoreactividad de ZO-1 en el endotelio de ratones C57BL/6 y DBA/2J
a los quince meses de edad. Como se observa en las imagenes de la Figura 57, existe
una diferencia de intensidad en la inmunoreactividad de ZO-1 en el endotelio de los
ratones DBA/2J de edad avanzada, en comparacion con el raton C57BL/6 de la misma
edad. No solo se observa una sefial de ZO-1 méas débil, sino que pueden apreciarse

interrupciones entre las membranas de las células endoteliales.
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Figura 57. Inmunolocalizacién de ZO-1 en preparaciones de corneas montadas en plano de ratones
C57BL/6 y DBA/2J de tres meses de edad. La visualizacion de la expresion ZO-1 (en verde) y su
combinacién con yoduro de propidio para mostrar los ndcleos en rojo. Estas imégenes son

representativas de tres experimentos independientes. Las barras de escala corresponden a 50 pm.
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Figura 58. Inmunolocalizacién de ZO-1 en preparaciones de cOrneas montadas en plano de ratones
C57BL/6 y DBA/2J de quince meses de edad. La visualizacion de la expresién ZO-1 (en verde) y su
combinacién con yoduro de propidio para mostrar los nlcleos en rojo. Estas imagenes son
representativas de tres experimentos independientes. Las barras de escala corresponden a 50 um.
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8.3. Estudio comparativo de los niveles proteicos de ZO-1 en cOrneas de

ratones C57BL/6 y DBA/2J alos tres y alos quince meses de edad

Utilizando la técnica de Western Blot se cuantificaron los niveles proteicos de
Z0O-1 en la cOrnea de ratones C57BL/6 y DBA/2J, comparando los niveles de dicha

proteina en ambas cepas y en dos estadios de edad diferentes (tres y quince meses).
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Figura 59. Cambios en los niveles de ZO-1 en la cOrnea de ratones C57BL/6 y DBA/2J de tres y
guince meses de edad. (A) Imagen representativa del analisis por Western Blot que muestra los niveles
de ZO-1 en la cérnea de las cepas animales C57BL/6 y DBA/2J en dos estadios de edad diferentes (tres y
quince meses). B) Cuantificacion relativa de las intensidades de banda del Western Blot. La sefial de
Western Blot se cuantificé por analisis densitométrico, utilizandose GAPDH como control de carga y
normalizandose los datos respecto al control. Los valores mostrados corresponden a la media + S.D. de
tres experimentos independientes (p *** <0.001).
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A los tres meses no se observaron cambios significativos al comparar los
niveles de expresiéon de la proteina citoplasmatica ZO-1 en ratones C57BL/6 y DBA/2J
(Figura 59). En cambio, a los quince meses de edad fue posible detectar una
disminucion (39.6%) en los niveles de dicha proteina entre ambas cepas de ratones

C57BL/6 (82.28 + 0.05%) y DBA/2J (49.69 + 0.06%).

Como se observa en la Figura 59, se aprecia también una disminucion de los
niveles proteicos de ZO-1 cuando se compara el ratbn DBA/2J de tres meses de edad
(111.15 + 0.08%) y el ratbn DBA/2J de quince meses de edad (49.69 + 0.06%),

reduciéndose los mismos en mas de la mitad (55.3% de reduccion).
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DISCUSION

Esta seccion consta de cuatro grandes apartados, en base a los objetivos

propuestos inicialmente junto a las hipétesis de partida planteadas.

1. Papel biolégico de ApsA en la proteccion de la superficie ocular

El diadenosin tetrafosfato o Ap,A desempefia un relevante y amplio papel en el ojo,
incrementando la secrecién lagrimal (Pintor et al.,, 2002a; Pintor et al., 2002b),
estimulando procesos de reparacion de heridas corneales (Pintor et al., 2004a), asi
como desempefiando un papel neuroprotector sobre los terminales nerviosos que
inervan el cuerpo ciliar (Hoyle et al., 2010). Del mismo modo, produce diferentes
efectos sobre la PIO, bien aumentandola (activando receptores P2Y, en los procesos
ciliares, (Martin-Gil.; Pintor, 2010; Martin-Gil, 2010)), o disminuyéndola mediante la
activacion de receptores P2Y; y P2X2 en la malla trabecular y en las terminales

nerviosas de los procesos ciliares, respectivamente (Pintor, 2005; Soto et al., 2005).

En el ojo, la accién del Ap,A y de otros nucle6tidos se produce a través de
receptores purinérgicos, cuya presencia esta descrita en diversas partes de la
superficie ocular como son la cérnea, la conjuntiva y la glandula lagrimal (Kamada et
al., 2012; Guzman-Aranguez et al., 2013). En esta parte del ojo, los nucleétidos y
dinucledtidos son moléculas capaces de incrementar el volumen de la lagrima y la
secrecion de mucinas (Jumblatt et al., 1998; Murakami et al., 2000; Fujihara et al.,
2001; Pintor et al., 2002a; Pintor et al., 2002b; Murakami et al., 2003). En concreto,
ApsA es un dinucledtido presente en la lagrima que despierta gran interés debido a su
relevante papel como se ha comentado, por lo que se eligié este compuesto para el

estudio de su accion sobre los niveles de dos importantes proteinas con accion
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bactericida presentes en la lagrima de conejos albinos de Nueva Zelanda: la lisozima y

la lactoferrina.

Ambas proteinas suponen uno de los primeros mecanismos de defensa a nivel
ocular contra la infeccidbn microbiana, y sus niveles se encuentran reducidos con el
avance de la edad (Mackie et al., 1984) asi como en ciertos estados patolédgicos
relacionados con secrecion lagrimal disminuida, como la queratoconjuntivitis seca o el
sindrome de Sjogren (también denominado sicca syndrome) en el caso de la lisozima
(Montero J.; van Bijsterveld, 1969; Mackie et al., 1984) y en el ojo seco, tracoma, la
conjuntivitis vernal o conjuntivitis papilar gigante inducida por lentes de contacto en el

caso de lactoferrina (Ballow et al., 1987; Rapacz et al., 1988; Versura et al., 2010).

Partiendo de la hipétesis de que un aumento de la concentracion de dichas
proteinas podria mejorar la accién bactericida de las lagrimas y preservar de este
modo la salud de la superficie ocular, en este primer apartado se estudi6 el efecto
producido tras la aplicacion tépica de ApsA en la superficie lagrimal de conejos albinos
de Nueva Zelanda. Los resultados obtenidos indicaron un aumento transitorio pero
significativo de la concentracién de lisozima y de lactoferrina en la lagrima de dichos
animales. Estos hechos sugieren que Ap,A podria ser util para fortalecer la barrera de
la pelicula lagrimal favoreciendo el mantenimiento de la homeostasis en la superficie
ocular, mediante el aumento del papel de defensa contra posibles infecciones en la
misma, efecto mediado por la activacion de receptores de tipo P2 tal y como muestran
los resultados realizados utilizando un cocktail con tres antagonistas de los mismos

(PPADS, suramina y RB-2).
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La lisozima es secretada por las glandulas lagrimales principales y accesorias, y la
lactoferrina es producida principalmente por las células acinares de la glandula
lacrimal (Flanagan et al., 2009) las cuales expresan receptores ionotropicos
(P2X2,3,4,5,6,7) y metabotropicos (P2Y1,0.4,12,14) (Kamada et al.,, 2012). Se ha
demostrado que las células epiteliales corneales y conjuntivales, donde se han
identificado diversos receptores P2 (P2X5, P2X7, P2Yy 5 4 6, 11), también producen
cantidades detectables de lactoferrina, siendo la expresion de los niveles de
lactoferrina asi como su RNAmM mucho mayores en las células conjuntivales que en las

corneales (Santagati et al., 2005; Rageh et al., 2015).

De esta forma son diversos los receptores P2 identificados en estas
localizaciones que podrian inducir la liberaciébn de las proteinas analizadas tras la
activacion con ApsA. El Ap,A estimula preferentemente los receptores de tipo P2X2,
P2X4 junto con P2Y,; y P2Y,. De entre todos estos receptores, en estudios previos del
grupo se demostrd la implicacién del receptor P2Y, en el aumento de la secrecion
lagrimal inducida por ApsA. Asi estos estudios revelaron que dicho dinucledtido
produjo un aumento del 60% sobre la secrecion de lagrima en conejos albinos de
Nueva Zelanda. Los estudios realizados con antagonistas de receptores P2Y (PPADS,
suramina y RB-2) no modificaron dicha secrecidén, excepto RB-2, que produjo una
ligera reduccion. En cuanto al subtipo de receptor de nucleétidos que puede estar
involucrado en esta accidn fisiolégica, Ap4A produjo un efecto considerable, frente a la
falta de efecto observada en los mononucleétidos UDP y ADP (agonistas preferentes
de los receptores P2Yg y de P2Y,), lo que sugirié la implicacién de receptores P2Y,
(Ralevic et al., 1998). Teniendo en cuenta este hallazgo, seria posible especular
acerca de la posible implicacion de este receptor también en el aumento de los niveles
de las proteinas de la lagrima lisozima y lactoferrina detectado tras la aplicacion topica

de ApA.
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Un aspecto interesante a comentar es la posible implicaciéon de otras proteinas
en el efecto anti-microbiano observado en los experimentos realizados en el presente
trabajo de investigacion mediante la técnica de agar-agar. Podria pensarse, por
ejemplo, que la lactoferrina también pudiera intervenir de manera significativa en el
efecto de lisis de Micrococus lisodeikticus, al ser uno de los componentes principales
gue intervienen en la accién bactericida de la lagrima. No obstante, otros estudios han
demostrado que dicha proteina tan solo produce una disminucién del 10% en su
accion frente a la bacteria gram positiva Micrococus luteus (de Lillo et al., 1997), efecto
observado a las 3.5 h, utilizando concentraciones cinco veces superiores de
lactoferrina que las identificadas en las muestras de lagrima presentadas en este
trabajo. Por lo tanto, cabe suponer que el incremento en el efecto de lisis observado
con la técnica de agar-agar que se produce tras la aplicacion topica de Ap,A se debe

mayoritariamente a la accion de la lisozima.

Como conclusién de estos estudios, un aumento en los niveles de proteinas de la
lagrima, como son la lisozima y la lactoferrina, implica una mejora en la accién
bactericida producida por las mismas, pudiendo contribuir por consiguiente a prevenir
la invasion producida por bacterias en las células epiteliales de la superficie ocular, asi
como a modular respuestas epiteliales para mejorar dicha proteccion. En
consecuencia, podria suponer un posible tratamiento farmacologico para reforzar la

barrera corneal frente a infecciones patogenas.

Asimismo, un aumento en los niveles de lisozima podria favorecer la estabilizacion
de la pelicula lagrimal, evitando asi una excesiva evaporacion y problemas en la
superficie ocular, ya que parece contribuir a la disminucién de la tension superficial de
la misma (Tragoulias et al., 2005; Millar et al., 2006). En cuanto a la lactoferrina, a

parte de su actividad antibacteriana también se le ha atribuido capacidad antivirica, asi
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como propiedades protectoras frente al dafio producido en la cérnea y en la retina. En
ratas, la aplicacion tépica de lactoferrina de bovino reduce el dafio producido por la
radiaciéon UVB en el epitelio corneal (Fujihara et al., 2000). En ratones, la lactoferrina
estimula la cicatrizaciobn de la herida tras el dafio por quemaduras alcalinas
(Pattamatta et al., 2013). Asimismo, dicha proteina reduce las lesiones de
neovascularizacién coroidea (Montezuma et al.,, 2015). Todo esto hace que la
lactoferrina tenga un potencial terapéutico importante para tratar lesiones oculares

(Rageh et al., 2015).

En consecuencia, el incremento en los niveles de estas proteinas inducido por
Ap,A ademés de reforzar la barrera corneal frente a infecciones bacterianas también

contribuiria a estimular las otras funciones atribuidas a dichas proteinas.

2. Papel biolégico de ApsA en la funcidon de barrera de la superficie

corneal

Con el fin de conocer los posibles elementos que podrian contribuir a modular
la funcidn de barrera del epitelio corneal y debido a la relevante implicacion del Ap,A a
nivel ocular se procedié al analisis del papel biolégico de dicha molécula sobre la

funcién de barrera epitelial corneal.

En primer lugar, se realizaron estudios in vitro para analizar la resistencia
eléctrica epitelial (TEER) en la linea celular epitelial corneal e inmortalizada (HCLE)
tras la aplicacion de diferentes dinucle6tidos (ApszA, ApsA y ApsA) y mononucle6tidos

(ATP, UTP, ADP y UDP).
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Se obtuvo en todos los casos una significativa reduccion de los niveles de
TEER, excepto para los mononucleétidos difosfato, ADP y UDP, donde no se
produjeron reducciones tan marcadas. Dichos valores reducidos de TEER son
inversamente proporcionales a la permeabilidad de las TJ, lo que indic6 que la
aplicacion de estos compuestos originaba una disminucién concomitante y transitoria
en la funcién de barrera formada por dichas proteinas y por consiguiente un efecto
sobre la permeabilidad de la barrera epitelial corneal, incrementandola. Los
compuestos que produjeron valores significativamente mas reducidos de TEER fueron
el dinucledtido Ap,A y el mononucleétido UTP, por lo que fueron seleccionados para la
realizacién de los estudios correspondientes sobre la funcion de barrera. No obstante,
debido a las diferentes funciones relevantes de ApsA en el ojo comentadas
anteriormente, esta molécula fue elegida como eje principal a estudiar a lo largo de

este trabajo, complementando algunos de los estudios con el mononucleétido UTP.

En todos los ensayos realizados in vitro los tratamientos llevados a cabo con
ApsA (y con UTP) se efectuaron durante 5 minutos, ya que este es el tiempo maximo
gue cualquier compuesto puede permanecer en la superficie ocular antes de ser
drenado por el punto lagrimal y se consideré un tiempo de incubacién adecuado, con

el objetivo de simular dichas condiciones (Lang, 1995).

Para el andlisis de ApsA en la funcibn de barrera corneal se realizaron
diferentes estudios mediante inmunodeteccion e inmunotransferencia y se
seleccionaron tres de las proteinas integrantes de las TJ corneales tales como la ZO-
1, ocludina y claudina-7. La seleccion de dichas proteinas para los objetivos
planteados se realiz6 en base a la bibliografia descrita en cérnea humana y de conejo,
escogiendo una proteina citoplasmatica asociada a la periferia de la membrana (ZO-

1), y dos proteinas de membrana (ocludina y claudina-7).
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La ZO-1 es una proteina citoplasmatica descrita inicialmente como un
componente de las uniones estrechas de células epiteliales y endoteliales (Stevenson
et al., 1986; Itoh et al., 1991; Itoh et al., 1993; Jesaitis et al., 1994; Petroll et al., 1996).
La ZO-1 desempefia un papel importante en la formacion de las TJ (Itoh et al., 1993;
Willott et al., 1993; Itoh et al., 1999), y funciona como una proteina de sefializacion
celular en multiples tipos de células, contribuyendo a la regulacion de la proliferaciéon y

diferenciacion celular (Tsukita et al., 2008).

Tanto la ocludina (primera proteina integral descubierta de las TJ) como la
familia de las claudinas son proteinas principales dentro del complejo de las TJ, que
controlan directamente el flujo del espacio intercelular, y seleccionan la difusion de los
diferentes tipos de iones y moléculas (Hu et al., 2013). Las claudinas son vitales para
el establecimiento de las TJ, y la distribucién de sus isoformas depende en gran parte
de las caracteristicas del tejido u 6rgano de que se trate (Hu et al., 2013). Dentro de
las claudinas que se expresan en los epitelios corneal y conjuntival, se eligié a la
claudina-7 al mostrar los mayores niveles proteicos en células corneales humanas en

ausencia de tratamiento alguno (Ko et al., 2009).

En los ensayos de inmunocitoquimica e inmunohistoquimica analizando la
distribucién de la proteina constituyente de las TJ, ZO-1, en ausencia de Ap,A o tras el
tratamiento con el dinucleétido, fue posible detectar en el caso de las células control el
marcaje tipico de dicha proteina, caracterizado por marcar de manera selectiva la
membrana de todas las células (Ban et al., 2003; Mandell et al., 2006; Mandell et al.,
2007; Yanai et al., 2009; He et al., 2011; Chen et al., 2012). En cambio, 2 h después
del tratamiento de las células HCLE durante 5 minutos con Ap,A, los ensayos in vitro
mostraron la alteracién del marcaje de ZO-1 observandose la pérdida de la tincion
caracteristica a modo de lineas continuas a lo largo de las regiones célula-célula, que
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aparecian en las células control. De forma similar, en los estudios de
inmunohistoquimica realizados mediante preparaciones de corneas de conejos albinos
de Nueva Zelanda montadas en plano para estudiar la distribucién de la ZO-1 en el
epitelio de las mismas tras la aplicacion topica 2 h antes de ApjA, se obtuvieron
resultados que indicaban una alteracion en el marcaje de dicha proteina, asi como una
disminucion en su intensidad. En cambio, 24 h después de la aplicacién del
dinucledtido, se observd un patrén similar al que aparecio en las cérneas control, en

ausencia de Ap4A, lo que indica que se trata de una modificacion de tipo temporal.

Asimismo, para analizar el efecto de la aplicacion de ApsA durante 5 minutos
sobre los niveles proteicos de las tres proteinas constituyentes de las TJ se realizaron
ensayos de Western Blot que mostraron cambios significativos 2 h después del pre-
tratamiento con Ap4A, con reducciones en los niveles proteicos de la ZO-1 (59.3%), la
ocludina (57.9%) y la claudina-7 (58.8%) en comparacién con las células utilizadas

como control.

La siguiente cuestibn que nos planteamos en el presente estudio fue qué
receptor purinérgico podria estar involucrado en los efectos observados en la funcién
de barrera corneal. Son muchos los receptores de tipo P2 que aparecen en las
distintas partes de la superficie corneal. Concretamente, en el epitelio se han descrito
receptores de tipo P2X (P2X5 y P2X7), asi como P2Y (P2Y,, P2Y,, P2Y,, P2Ysy

P2Y1;) en diferentes especies (ver Tabla 5).

Por otra parte, Ap,A es agonista preferente de receptores P2X2, P2X4 junto
con P2Y,; y P2Y, tal y como se ha comentado anteriormente. Dentro de estos
receptores, los resultados obtenidos en los ensayos de TEER con los

mononucléotidos, sugeririan que el receptor P2Y, podria ser el responsable de la
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accion de Ap,A sobre la funcién de barrera. Asi, mientras ADP (buen agonista de
P2Y;) y UDP (agonista de P2Y;) no indujeron cambios en las medidas del TEER, el
mononucléotido ATP, asi como el UTP, ambos agonistas del receptor P2Y, al igual
gue el dinucléotido Ap4A, redujeron significativamente los valores de TEER. Por otro
lado, estudios previos del grupo empleando células de epitelio corneal de conejo
demostraron que el Ap,A ejerce algunas de sus funciones en la superficie corneal (en
concreto el incremento de la cicatrizacion corneal) a través de la estimulacién del

receptor P2Y, (Mediero, 2010; Guzman-Aranguez et al., 2013).

Por ello, se procedié a estudiar la posible implicacién del receptor P2Y, en el
efecto producido por ApsA sobre las TJ y la funcion de barrera mediante el
silenciamiento de dicho receptor con siRNAs especificos. El silenciamiento de la
expresion génica mediante la utilizacion de siRNA supone, desde hace afios, una
herramienta muy interesante para el estudio de la implicacion de las proteinas en los
procesos bioquimicos, en la fisiologia de los tejidos, y en el tratamiento de patologias
(Wadhwa et al., 2004; Watanabe et al., 2007; Dore-Savard et al., 2008; Zhao et al.,

2009).

Los resultados obtenidos in vitro tras la aplicacion de los siRNA frente al
receptor P2Y, demostraron la implicacién del mismo en los procesos estudiados, ya
gue tras su silenciamiento se consiguié revertir el efecto de Ap,A sobre los niveles

proteicos de las TJ en las células HCLE.

Una vez identificado el receptor purinérgico que parece mediar la accion de
ApsA, se procedié a abordar el estudio de las rutas de transduccién de sefiales
implicadas en este proceso, centrandonos en la via de sefializacion ERK 1/2. La

activacion de dicha ruta parece producir importantes cambios en la funciéon de barrera
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paracelular. Asi, se ha demostrado que la activacion de ERK 1/2 desencadenada por
diversos agentes como factores de crecimiento (Feldman et al., 2007), la citoquina IL-
17 (Kinugasa et al., 2000), la bilis (Yang et al., 2005) y compuestos de tiol (Usatyuk et
al., 2006) pueden originar un aumento de la funcion de barrera de las TJ. Por otra
parte, la activacion de ERK 1/2 inducida por factores como el estrés oxidativo (Krizbai
et al., 2005), metaloproteinasas (Tan et al., 2005), factores de crecimiento (Ogawa et
al., 2012) y citoquinas (Petecchia et al., 2012) también pueden estar involucradas en la
interrupcion de las TJ. Estos hallazgos indican que la activacién de la via ERK 1/2
puede conducir al ensamblaje o desensamblaje de las TJ dependiendo del estimulo y

del tipo celular en cuestion.

En las células HCLE fue posible detectar la activacion de la ruta ERK 1/2 tras la
aplicacion de Ap,A. Esta activacidon fue bloqueada en presencia del siRNA para el
receptor P2Y,, lo que indica la vinculacién existente entre la estimulacion del receptor
P2Y, y la consiguiente activacion de dicha ruta. Ademas, el empleo de un inhibidor
especifico (U0126) de esta cascada de sefializacion revirtié el efecto producido por
ApsA en la disminucion de los niveles de la ZO-1, ocludina y la claudina-7, lo que
confirma la implicacién de la ruta ERK1/2 en el efecto de Ap4A sobre las TJ del epitelio

corneal.

En consonancia con los resultados presentados, también se comprobd la
implicacion de la activacion de la via de sefalizacién ERK 1/2 en la disrupcion de las
TJ de células epiteliales corneales inmortalizadas con SV40 (Wang et al.,, 2004).
Ademas, estos autores demostraron que la activacion de PKC activaba la fosforilacion
de ERK, lo cual a su vez produjo alteraciones en las TJ, y por lo tanto en la funcién de
barrera. Un aspecto interesante a considerar es que la via de sefializacion PLC/PKC

es una via clasica ligada a la activacion del receptor P2Y, en la mayoria de los tejidos
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incluyendo el ojo (Guzman-Aranguez et al., 2013). En estudios realizados en nuestro
laboratorio en células epiteliales corneales de conejo, se demostré que la activacion
del receptor P2Y, inducida por Ap,A estimula la cascada de las ERK de manera
dependiente de la activacion de PLC/PKC (Mediero et al., 2011). Adicionalmente,
también ha sido descrito un posible cross-talk entre los receptores P2Y, y receptores
de tipo tirosina quinasas, produciendo la activacion de ERK (Mediero et al., 2008). Por
ello, tanto la activacion de PKC como los mecanismos dependientes de sefializacion
de tirosina quinasa podrian contribuir a vincular la estimulacién del receptor P2Y,

inducida por Ap,4A con la activacién de ERK, resultando en la disrupcion de las TJ.

La reduccién en los niveles proteicos de las TJ observada puede ser debida al
incremento en la degradacion de dichas proteinas, un fenébmeno que puede ocurrir a
tiempos cortos, como los empleados en los ensayos realizados (entre las 2 hy las 4 h,
fundamentalmente). La estabilidad de las TJ puede ser regulada por varias
modificaciones post-transcripcionales (fosforilacion, ubiquitinacién) que dirigen a estas
proteinas hacia su internalizacién o endocitosis y posterior degradacion. De esta
forma, la activacién de la ruta ERK1/2 podria incrementar la endocitosis y posterior
degradacion de las TJ como se ha demostrado en otras lineas celulares. Asi, el EGF
disminuyé los niveles de la claudina-2 a las 3 h en las células de rifion Madin Darby-II
mediante el aumento de su tasa de degradacion (lkari et al., 2011). En particular, EGF
aceleré la endocitosis y la degradacion lisosomal dependiente de la clatrina de las TJ
mediante la activacion de la via de sefializacion intracelular MEK/ERK. En
consonancia con la implicaciéon de la via MAPK en la degradacion de proteinas
constituyentes de las TJ, se ha demostrado la estabilizacién de la ocludina y ZO-1
mediante el aumento de sus vidas medias, mediado a través de la inhibicion de las
MAPK en la actividad de las células de rifion Madin-Darby-Il (Chen et al., 2000). Del

mismo modo, la fosforilaciéon y la ubiquitinacion de la ocludina inducida por el factor de
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crecimiento endotelial vascular aceler6 la tasa de degradacion de la misma detectado
en presencia del inhibidor de la biosintesis de proteinas cicloheximida, obteniéndose
niveles decrecientes de la ocludina (alrededor de 60%) a las 1.5 h (Murakami et al.,
2009). Por otra parte, los estudios en otras lineas celulares epiteliales (LLC-PK1 y IEC-
6) indicaron que la ocludina mostré una vida media corta de 1.5 a 2 h, lo que sugiere
que podria ser posible detectar una disminucién en los niveles de dicha proteina
debido al aumento de la velocidad de degradacion en la escala de tiempo analizado en
los estudios realizados en la presente Tesis Doctoral (Traweger et al., 2002; Guo et al.,

2005).

Teniendo en cuenta el efecto del Ap,A sobre las TJ y la funcién de barrera del
epitelio corneal, una pregunta relevante es saber si al abrir la via paracelular se podria
facilitar la entrada de moléculas de gran tamafio o incluso de patégenos. Con tal fin, se
realizaron estudios in vitro analizando si los cambios inducidos por Ap,A sobre la
permeabilidad paracelular corneal afectaban la entrada de colorantes de pesos
moleculares comprendidos entre 302.28 g/mol y 960.81 g/mol. Los resultados
indicaron que la facilidad de entrada del colorante de menor peso molecular utilizado,
hematoxilina, para pasar a través de la barrera epitelial era igual en presencia o en
ausencia del tratamiento con el dinucle6tido. Utilizando azul de bromofenol, de peso
molecular intermedio entre los dos citados anteriormente (669.96 g/mol), se observo
cémo Ap,A favorecié la entrada de dicho compuesto en la monocapa de células
corneales epiteliales y, por el contrario, el colorante azul de Evans (de peso molecular
960.81 g/mol), no parecia capaz de atravesar la barrera corneal, tanto en presencia
como en ausencia de ApsA. Una cuestion a considerar es que el tamafio de los
compuestos que atraviesan la cornea no es el Unico factor determinante en este
proceso, sino que las caracteristicas fisico-quimicas de los propios compuestos, por
ejemplo su distinta carga, estructura y solubilidad, son factores que van a tener una

importante influencia en su capacidad de entrada. Por ejemplo, estudios realizados en
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tejidos oculares desepitelializados con el objetivo de valorar la penetracion de
nanoparticulas tioladas y PEGiladas (750 y 5000 Da) en los mismos, revelaron que las
interacciones que se producian entre la superficie de la coérnea y los grupos tiol de las
nanoparticulas determinaron de manera mas significativa la penetracibn de los
compuestos que el tamafio de las propias particulas. La PEGilacién con polietilenglicol
de un peso molecular mas alto (5.000 Da) permitid, tras una fase inicial de retardo de 1

hora, la penetracion de las nanoparticulas en el estroma (Mun et al., 2014).

En conclusién y a tenor de los resultados descritos, como se muestra en la
Figura 60, el dinucle6tido Ap,A modifica temporalmente la integridad de las TJ a través
de la activacion del receptores P2Y, y la consiguiente activacion de la ruta intracelular
ERK 1/2, confirmando que la activacion de dicha ruta favorece la desaparicion

transitoria de las proteinas que forman las TJ.

ApsA

[’I‘ ERK 112

!

ALTERACION DE LAS TJ

Figura 60. Mecanismo de accién de Ap.A sobre la funcién de barrera corneal.
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3. Papel biolégico de ApiA en la mejora de la liberacion de agentes
hipotensores (5-MCA-NAT y compuestos adrenérgicos) en el interior del

0jo

Los resultados obtenidos in vitro comentados en el apartado anterior mostraron la
disminucion de los niveles de proteinas integrantes de las TJ tras la aplicacién de
Ap.A, con el consiguiente aumento de la permeabilidad paracelular y disminucién de la
funcion de barrera corneal. En base a este efecto, se abordaron estudios in vivo con el
fin de analizar si, tras la aplicaciéon de Ap,A, se producia también una mejora en la
entrada en el interior del ojo asi como en la eficacia de agentes capaces de reducir la

PIO.

La administracién topica es la manera mas utilizada para tratar patologias
oculares, siendo empleada tanto en el segmento anterior como en el posterior del ojo
(Wilson, 2004; Hornof et al., 2005; Urtti, 2006). Sin embargo, limitaciones fisiolégicas y
anatomicas del ojo restringen la biodisponibilidad de los farmacos para acceder a su
interior. Entre los mecanismos de protecciéon que limitan la biodisponibilidad de los
farmacos oculares se encuentra el recambio y drenaje de la pelicula lagrimal que
reduce el tiempo de residencia precorneal del farmaco asi como diferentes barreras
fisicas que el farmaco debe atravesar para alcanzar su blanco de accién en el ojo
(Urtti, 2006; Kompella et al., 2010). Dentro de dichas barreras tiene un papel clave el
epitelio corneal cuya funcion de barrera paracelular, como ya se ha comentado,
depende de las TJ que sellan el espacio intercelular. Como consecuencia de estos
factores limitantes, solamente una pequefia fraccion de la dosis administrada por via
tépica (1-7%) es absorbida de forma productiva (Lang, 1995). Por ello son necesarias
instilaciones frecuentes de soluciones concentradas de farmaco para lograr la accién

terapéutica buscada. Una elevada frecuencia de aplicacién puede generar problemas

232



Discusion

de cumplimiento del régimen prescrito por parte del paciente. Ademas el uso frecuente
de soluciones concentradas puede producir dafio a nivel de la superficie ocular(Lee et
al., 2008; Ammar et al., 2011; Chen et al., 2011). Asimismo una porcion significativa
del farmaco puede ser absorbida por la conjuntiva o llegar al sistema nasolacrimal que
drena a la cavidad nasal y lleva a la absorcion a la circulaciéon sistémica produciendo
también efectos secundarios indeseables (Schwartz et al., 1990; Lomaestro, 2000;

Frishman et al., 2001).

Por ello, el estudio de la mejora de la funcion de barrera a nivel ocular para poder
favorecer la liberacion de farmacos en el ojo sigue siendo uno de los mayores desafios
para la industria farmacéutica (Hornof et al.,, 2005). En concreto, los estudios
realizados se centraron en evaluar si el diadenosin tetrafosfato, gracias a su capacidad
de modificar la permeabilidad de la cérnea, podria mejorar el acceso vy
consiguientemente la eficacia de farmacos hipotensores, tales como el analogo de la
melatonina 5-MCA-NAT y los compuestos adrenérgicos brimonidina y timolol. El
empleo del 5-MCA-NAT se debe a que es un analogo de melatonina que se lleva
estudiando desde hace méas de 15 afios en nuestro laboratorio y que presenta
propiedades hipotensoras de la PIO muy relevantes (Pintor et al., 2001; Pintor et al.,
2003a). Respecto a la brimonidina y timolol esta claro que se trata de compuestos
comerciales ampliamente empleados en el tratamiento del glaucoma por lo que

resultan atractivos para este estudio (Katz, 1999).

Se seleccionaron este tipo de farmacos al ser el glaucoma una patologia que
demanda un tratamiento farmacoldgico crénico y que afecta a méas de 65 millones de
personas, e incluso se prevé que la neurodegeneracion glaucomatosa afectard a unos

80 millones de personas en el afio 2020 (Quigley et al., 2006).
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Con tal fin, se comenzd realizando ensayos de HPLC para averiguar la cantidad de
dichos compuestos que accedia al interior del humor acuoso de conejos albinos de
Nueva Zelanda en presencia o en ausencia de Ap;A. Los resultados obtenidos
demostraron que es posible triplicar la cantidad de 5-MCA-NAT que entra en el ojo,
debido a la modificacién de la permeabilidad corneal a través del efecto de ApjA, al
ser aplicado 2 h antes. Del mismo modo se obtuvo un mayor efecto sobre la PIO

cuando Ap,A era aplicado 2 h antes que el analogo de la melatonina.

Uno de los factores clave y determinantes en nuestros estudios realizados in vitro,
y que también lo fue en los estudios in vivo, ha sido el momento de aplicacion del
dinucleétido. De este modo, pudimos comprobar que, cuando se aplicaba
simultdneamente Ap,A y el andlogo de la melatonina, no se producia un aumento en la
entrada de 5-MCA-NAT, ni un mayor efecto sobre la PIO. Sin embargo, Gnicamente
cuando Ap4A era aplicado 2 h antes que 5-MCA-NAT se pudieron observar cambios
significativos en la permeabilidad y en la disminucién de la presién intraocular de los
animales. Esto sugiere que, tras la activacion de los receptores P2Y,, podria estar
iniciandose la activacion de mecanismos intracelulares, lo cual requeriria cierto tiempo
(aproximadamente 2 h) para tener un efecto notable, en términos de aumento de paso

de 5-MCA-NAT.

De hecho, mediante el empleo de antagonistas de receptores P2 (PPADS,
suramina y RB-2), asi como de RNAs de interferencia se confirmé también in vivo la
implicacion del receptor P2Y, en la accién potenciadora de la entrada y eficacia del

farmaco 5-MCA-NAT.

Ademas de evaluar el efecto del Ap,A en la entrada y eficacia del compuesto 5-
MCA-NAT, como se ha comentado previamente, también se analiz6 la accion del Ap,A

en la entrada y efectividad de farmacos frecuentemente prescritos en el tratamiento del
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glaucoma como son los compuestos adrenérgicos brimonidina (agonista de receptores
a2-adrenérgicos) y timolol (antagonista de receptores B-adrenérgicos). Los primeros
actian reduciendo la produccién de humor acuoso e incrementando la salida del
mismo a través de la via uveoescleral, mientras que los antagonistas de receptores 3-
adrenérgicos pueden actuar reduciendo la producciéon de humor acuoso (Watanabe et

al., 1983; Toris et al., 1995; Kiel et al., 2011).

Los resultados de HPLC mostraron niveles mas elevados de dichos agentes
adrenérgicos en el humor acuoso de los conejos (cuatro veces mas elevados en el
caso de brimonidina y tres veces mas en el caso de timolol), cuando se aplica 2 h
antes el Ap;A en comparacion con el farmaco aplicado de manera individual.
Asimismo, los cambios mas robustos en la PIO se produjeron tras la aplicacion de
ambos compuestos 2 h después del tratamiento con Ap,A, lo que confirm6 el aumento

de la permeabilidad epitelial corneal inducida por el nucledétido.

Como se ha comentado anteriormente, la cantidad de farmaco que penetra al
interior del ojo es muy baja (Kompella et al., 2010). Este hecho implica que sean
necesarias aplicaciones frecuentes de farmacos a elevadas concentraciones para
alcanzar los efectos terapéuticos necesarios, y estas aplicaciones discontinuas
podrian resultar en fluctuaciones extremas de los niveles de farmacos a nivel
intraocular, y ademas una parte importante del compuesto aplicado podria ser
absorbido por la conjuntiva o acumularse en el sistema nasolacrimal, alcanzando la
cavidad nasal y posiblemente la circulacion sanguinea. La presencia de farmacos
como timolol en el torrente sanguineo puede producir efectos adversos a nivel
cardiovascular y pulmonar, pudiendo presentar bronquioespasmo, parada cardiaca,
bradicardia asi como posibles cambios adversos en los niveles de lipidos del plasma
(Coleman et al., 1990; Everitt et al., 1990; Frishman et al., 2001). A su vez, se han
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identificado algunos efectos adversos a nivel ocular. Estudios publicados realizados
durante 12 meses en los que se aplicé brimonidina 0.2% dos veces al dia a pacientes,
describieron ciertas reacciones alérgicas a nivel ocular, asi como foliculos
conjuntivales y edema palpebral, mientras que en el caso de timolol (0.5%) se

detectaron fendmenos tales como quemazén y escozor ocular (Katz, 1999).

Con esta perspectiva introducida, se pretendia facilitar la administracion de
farmacos con accién hipotensora dentro del ojo. En este sentido, podria resultar de
interés la combinacién de Ap4A y farmacos como la brimonidina o el timolol, pudiendo
reducirse la cantidad de estos compuestos adrenérgicos que necesita ser aplicada
para obtener un valor de PIO determinado. Del mismo modo se podrian hacer
correcciones en las dosis prescritas, pudiendo asi reducir los efectos potenciales
secundarios producidos por ambos farmacos, tales como la alergia ocular inducida por
la brimonidina o los efectos cardiovasculares y respiratorios debidos a timolol, siendo
incluso valorable la posibilidad de prescripcién en nifios (Weinreb et al., 2005; Rahman

et al., 2010).

A pesar de que este trabajo se ha centrado en el estudio de los compuestos
adrenérgicos utilizados para el tratamiento de la hipertension ocular relacionada con
glaucoma, este enfoque podria aplicarse a otros compuestos de uso comun tales
como prostaglandinas o inhibidores de anhidrasa carbdnica (Loftsson et al., 2012; Alm,

2014).

Asimismo, una de las mayores dificultades que aparecen a nivel ocular es el
tratamiento de patologias del segmento posterior del ojo, tales como la degeneracion
macular asociada a la edad, la degeneracion retiniana y la retinopatia diabética, y la

liberacion de los farmacos para su correcto tratamiento se realiza mediante la

236



Discusion

administracion intravitrea (Wilson, 2004; Hughes et al., 2005; Ranta et al., 2006; Laude
et al.,, 2010; Thrimawithana et al., 2011; Bochot et al., 2012). Aunque dicha
administraciébn es una forma directa para proporcionar los niveles de farmacos
necesarios en el tratamiento de estas patologias, supone a la vez una forma invasiva
gue presenta una serie de complicaciones secundarias graves como pueden ser
desprendimiento de retina, hemorragias, endoftalmitis y cataratas. Otra complicacién
afiadida es que suelen necesitarse inyecciones repetidas de los farmacos, lo cual no
es bien tolerado por los pacientes. Este hecho indica la necesidad de disponer de
otras alternativas menos invasivas de administracion a nivel intraocular que impliquen
menos riesgos asociados (Geroski et al., 2000; Ranta et al., 2006) y en este sentido
seria interesante evaluar la potencial aplicacion de Ap,A para facilitar la entrada a los

farmacos empleados en estas patologias.

Por otra parte, ante el efecto observado sobre la funcion de barrera corneal
debido a la acciéon del Ap,A, seria posible pensar que una apertura leve aunque
transitoria de las TJ podria originar cierta toxicidad o producir un aumento en la
penetracion de patdégenos. Los estudios de viabilidad celular realizados in vitro
demostraron que la aplicacion de ApsA durante 24 h no producia cambios
significativos en dicha viabilidad celular después del tratamiento con el dinucleétido, lo
gue indicé que esta molécula no inducia ningun efecto citotoxico sobre las células
corneales epiteliales HCLE. De la misma forma, el estudio de la salud ocular de los
animales tras la aplicaciéon de ApsA no produjo ningun efecto adverso, lo que indicé
gue el dinucledtido es un compuesto inocuo, que no produce efectos toxicos tanto en

los estudios in vitro como in vivo.

Por otro lado, con respecto al posible aumento de la penetracion de patégenos
a través de la barrera protectora de la cérnea, nuestros resultados mostraron que el
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Ap,A tiene la capacidad de incrementar la concentracion de lisozima y de lactoferrina
en lagrima. Por ello, el aumento de los niveles de estas proteinas de acciéon

antimicrobiana inducido por Ap,A podria aminorar el riesgo de potenciales infecciones.

En este sentido, estudios anteriores sugirieron la existencia de otros factores de
defensa que podrian compensar la interrupcion de la barrera corneal formada por las
TJ, las cuales parece que no tienen que estar completamente formadas en su totalidad
para excluir bacterias (Lee et al., 2003). En estudios realizados en raton C57BL/6 en
los que se desarrolld un nuevo modelo infeccioso de queratitis producida por
Pseudomona aeruginosa se observd que 6 h después de generar heridas en las
corneas de los animales, estos eran susceptibles a la infeccion por Pseudomona
aeruginosa, recuperando su resistencia frente a la infeccion después de 12 h.
Curiosamente, en este tiempo de 12 horas se aprecidé una significativa tinciéon con
fluoresceina, indicativa de un aumento de la permeabilidad epitelial, lo que parece
indicar la posible existencia de otros factores de defensa frente a la infeccion,

pudiendo compensar la pérdida de la funcion de barrera.

En resumen, la aplicacion de Ap;A facilita la entrada de compuestos anti-
glaucomatosos dentro del ojo. Este nuevo procedimiento contribuiria a incrementar la
penetracion de estos farmacos a nivel intraocular y mejorar de este modo la eficiencia
terapéutica, lo cual podria sugerir una posible linea de investigacion en el tratamiento
del glaucoma. Ademas, seria igualmente interesante ampliar el estudio a otros

farmacos de accion intraocular destinados al tratamiento de otras patologias oculares.
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4. Implicacion del Ap4A en los cambios producidos en el endotelio de un

modelo de ratén glaucomatoso (DBA/2J)

En este dltimo apartado objeto de discusion, se analizard la implicacion del
diadenosin tetrafosfato o Ap,A en los cambios observados en la cOrnea del ratdon
DBA/2J, modelo animal que desarrolla espontaneamente un glaucoma de tipo

exfoliativo (Anderson et al., 2002).

El progreso de la patologia glaucomatosa en este modelo animal ocurre como
consecuencia de cambios producidos en camara anterior, desarrollandose el
glaucoma debido a la dispersion del pigmento del iris (IPD) y la atrofia del estroma del
iris (ISA) causado por las mutaciones en los genes Gpnmb y Tyrpl (John et al., 1998;
Libby et al., 2005; Howell et al., 2007). Asimismo, en el raton DBA/2J estan descritas
una serie de caracteristicas a nivel ocular y en particular, en la cérnea, aparecen una
serie de fendmenos como calcificaciones, edema, oclusiones, ulceracion e inflamacion
corneales en ciertos estadios de edad (Sheldon et al., 1995; John et al., 1998; Danias

et al., 2003).

Una de las posibles causas de la edematizacién observada en la cérnea del
ratbn DBA/2J podria ser la alteracion de las proteinas TJ presentes en el endotelio
corneal lo que podria incrementar la permeabilidad del endotelio al paso de agua y
otros componentes del humor acuoso al estroma corneal desencadenando dicho

proceso de edematizacion.

Estudios previos han demostrado que existe un aumento de los niveles de
ApsA en el humor acuoso de pacientes con glaucoma (15 veces superiores frente a los

pacientes sin glaucoma), asi como del mononucleétido ATP (niveles 14 veces
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superiores frente a los sujetos control) (Castany et al., 2011; Li et al., 2011). Teniendo
en cuenta el efecto que la exposicién a este dinucleétido ejercié sobre la expresion y
funcién de las TJ a nivel del epitelio corneal, podria especularse una accién parecida
sobre las TJ del endotelio de la cornea. De esta forma, un aumento en los niveles de
ApsA en el humor acuoso de estos animales podria desencadenar la alteracion de las
TJ del endotelio corneal y contribuir asi al proceso de edematizacion observado en el

ratbn DBA/2J.

En los estudios de este ultimo apartado se analizd, en primer lugar, si se
producia, al igual que en los pacientes, un incremento en los niveles de Ap,Ay ATP en
el humor acuoso del raton DBA/2J en dos estadios diferentes, tres y quince meses (en
ausencia de la patologia y donde la enfermedad esta avanzada, respectivamente),
comparandose ademas con los niveles presentes en el raton control C57BL/6. Los
resultados de HPLC mostraron que los niveles de ambos nucle6tidos aparecian
incrementados en el humor acuoso del ratbn DBA/2J, en comparaciéon con los
detectados en la cepa control no patoldgica, el raton C57BL/6, indicando que este
modelo animal mimetiza los cambios asociados a los niveles de nucleotidos en

pacientes con glaucoma.

El aumento elevado de ATP detectado en el humor acuoso del ratbn DBA/2J
podria explicarse por la posible hidrélisis del Ap,A por ectonucleotidasas, enzimas
capaces de hidrolizar los diadenosina polifosfatos en diferentes modelos celulares,
como son las células endoteliales de aorta, las células de los endotelios vasculares de
medula suprarrenal, las células neurocromafines bovinas, asi como en diferentes
tejidos de vertebrados (Goldman et al., 1986; Rodriguez-Pascual et al., 1992; Ramos
et al., 1995; Mateo et al., 1997a; Mateo et al., 1997b; Gasmi et al., 1998; Vollmayer et

al.,, 2003). Las ectodinucleotidasas presentan poca especificidad por la base
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constituyente de los dinucledtidos y se caracterizan por una hidrélisis asimétrica de los

mismos.

La presencia de dichos niveles elevados de Ap,A y de ATP en el humor acuoso
de este modelo animal podria influir en procesos fisiolégicos como la PIO. Se ha
demostrado que Ap;A actla disminuyendo o aumentando la PIO, en funcion del
receptor que active. A modo de ejemplo, el diadenosin tetrafosfato disminuye la PIO
mediante la activacién de receptores P2Y; presentes en la malla trabecular facilitando
la salida del humor acuoso (Soto et al., 2005). Del mismo modo se ha descrito un
efecto hipotensor presumiblemente mediado por receptores P2X presentes en las
terminales nerviosas que inervan los procesos ciliares (Pintor, 2005). Por otra parte,
trabajos previos realizados en el grupo han sugerido la implicacion de agonistas de
receptores P2Y, presentes en el cuerpo ciliar, los cuales producen el efecto contrario,
aumentando la P1O en conejos albinos de Nueva Zelanda (Martin-Gil et al., 2012). Del
mismo modo, Ap,A produce un aumento de la expresién de la acuoporina-1 mediante
la activacién de receptores P2Y,, incrementando el trafico de la misma a la membrana
plasmética de las células epiteliales ciliares, facilitando asi la producciéon de humor
acuoso, y aumentando, de este modo, la PIO (Martin-Gil.; Pintor, 2010; Martin-Gil,
2010). Este efecto dual sobre la PIO depende de la afinidad que presenta el
dinucledtido Ap4A para cada tipo de receptor, siendo probablemente el factor mas
relevante para poder predecir qué receptor tiene la mayor contribucion sobre la PIO.
En este sentido, esta descrita la afinidad de Ap,A para el receptor P2Y4, con un valor
ECs, de aproximadamente 0.16 pM, y de 91.2 nM para el receptor P2Y, (Guzman-
Aranguez et al., 2007). Nuestros estudios mediante HPLC mostraron concentraciones
de ApsA de 12.25 uM en el estadio de quince meses del ratbn DBA/2J, lo que seria
mas que suficiente para estimular el receptor P2Y,, con el consecuente aumento de la

PIO.
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En el caso de ATP, cuyos niveles se incrementan en el ratdn glaucomatoso,
también se ha descrito la preferencia por la activacién del receptor P2Y, frente al P2Y;
(Zhang et al., 2007), siendo, ademas, el receptor P2Y,, mas efectivo para ADP que
para ATP (Janssens et al., 1996). De nuevo con una concentracion detectada de ATP
de 15.25 uM en el humor acuoso del estadio de quince meses del ratbn DBA/2J seria

posible esa estimulacion del receptor P2Y, y el incremento de la PIO.

En el ratdbn DBA/2J se producen cambios sustanciales a los 8 meses de edad
en el espesor corneal, observandose un aumento y asimetria del mismo en
comparacion con cepas control, tales como el C57BL/6J (Chou et al., 2011). Este
hecho puede ser originado por un aumento de la PIO, lo cual por una parte podria
ocasionar una hidratacion corneal anormal (Foster C.S., 2005). Por otra, insuficiencia
del endotelio de la cornea en la eliminacion de exceso de liquido del estroma corneal
(Chang et al., 1999), o bien la combinacién de ambas condiciones. Ademas del posible
efecto del Ap,A sobre la PIO y su consiguiente repercusion en la barrera endotelial, tal
y como hemos hipotetizado inicialmente, este dinucléotido podria afectar directamente
a la formacién de uniones estrechas y a la permeabilidad de la barrera endotelial, de
forma similar a la ejercida en el epitelio corneal, contribuyendo también al proceso de

edematizacion observado en los ratones DBA/2J.

De este modo, con el fin de conocer el posible efecto de los niveles elevados
de Ap.A sobre la funcion de barrera corneal endotelial en el ratdbn DBA/2J, se estudid
mediante inmunodeteccién la expresion y distribucién de proteinas constituyentes de
las TJ, en concreto de ZO-1, en el endotelio de dichos animales, encontrandose claras
diferencias en la distribucion de esta proteina en el endotelio de ratones DBA/2J a los
guince meses de edad en comparacion con los mismos ratones de tres meses, asi

como con la cepa control en ambos estadios de edad. Del mismo modo, se observo
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una disminucion en los niveles de dicha proteina en el raton DBA/2J a los quince
meses de edad, tal y como muestran nuestros resultados obtenidos tras los estudios
realizados por inmunotransferencia y comparandolos a los tres y quince meses con la

cepa control C57BL/6 de la misma edad.

Estos resultados sugieren que el Ap4A encontrado en el humor acuoso de los
ratones glaucomatosos podria efectivamente estar alterando las TJ y la barrera
endotelial. No obstante, también pueden existir otros factores o agentes en el humor
acuoso, contribuyendo a los cambios en la permeabilidad del endotelio, como por
ejemplo mediadores inflamatorios tales como las citoquinas. En este sentido, se han
encontrado niveles proteicos significativamente elevados de la citoquina
proinflamatoria interleuquina-18 (IL-18), en el humor acuoso del raton DBA/2J durante
el progreso de la patologia (Zhou et al., 2005). Es conocida la accion que las
citoquinas pueden ejercer reduciendo la funcién de barrera de las TJ (Kimura et al.,
2009; Kimura, 2010). En el caso de la IL-18 se ha descrito que produce un aumento en
la permeabilidad de células epiteliales del colon al disminuir la fosforilacion de las
proteinas ocludina y claudina-1 si bien se desconoce si puede ejercer un efecto similar

en el caso de las células endoteliales de la cornea (Li et al., 2012).

En conclusion, la exposicion continua al dinucleo6tido Ap;A cuyos niveles estan
significativamente elevados en el humor acuoso de ratones DBA/2J en edad
avanzada, podria estar activando receptores de tipo P2Y, y modificar la expresion
proteica y funcionalidad de las TJ del endotelio contribuyendo asi al proceso de
edematizacion descrito. A parte de la accion del Ap,A, no se puede descartar también
la implicacion de otras moléculas presentes en el humor acuoso en la modificacion de

la funcién de barrera del endotelio corneal.
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CONCLUSIONES

1. La aplicacion tépica de Ap,A aumenta transitoriamente la concentracion de lisozima
y lactoferrina, dos proteinas con accién bactericida presentes en la lagrima de conejos
albinos de Nueva Zelanda. Este hecho indica el potencial uso de ApsA en la

prevencién y modulacién de invasiones bacterianas de la superficie ocular.

2. La aplicacion tépica de Ap,A modifica de manera temporal la integridad de las
proteinas constituyentes de las TJ, aumentando la permeabilidad paracelular, hecho
gue se ha demostrado tanto en estudios in vitro como in vivo. Dicha accion sobre la
funcién de barrera epitelial corneal se produce a través de la activacion del receptor

P2Y, y de la ruta intracelular ERK 1/2.

3. La aplicacion topica de Ap,A facilita la entrada de compuestos anti-glaucomatosos
dentro del ojo, como son el 5-MCA-NAT, la brimonidina y el timolol. Este hallazgo
concuerda con la disminucion de la funcion de barrera corneal producida por Ap,A en
el epitelio corneal, contribuyendo a la mejora de la penetracion de farmacos a nivel
intraocular y aumentando la eficiencia terapéutica de los mismos, lo que sugiere el

potencial uso del Ap,A en el tratamiento del glaucoma.

4. Las concentraciones de Ap,A y de ATP en el humor acuoso del ratén glaucomatoso
DBA/2J son significativamente elevadas en el estadio de quince meses, donde la
patologia esta avanzada, de la misma manera que estan descritos los niveles

elevados de estos nucleétidos en pacientes con glaucoma.
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5. La exposiciébn continua al dinucledtido Ap,A debido a los elevados niveles
detectados en el humor acuoso de ratones DBA/2J en edad avanzada, podria estar
activando receptores de tipo P2Y,, modificando de este modo la expresion proteica y
funcionalidad de las TJ del endotelio y contribuyendo asi al proceso de edematizacion

descrito en el mencionado animal.
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