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RESUMEN

Diversas patologias retinianas convergen en la neovascularizaciéon (NV) patoldgica
debido al crecimiento anormal de vasos. Entre ellas, las de mayor incidencia mundial
gue conducen a pérdida de visidn y ceguera irreversible son la Retinopatia Diabética
(RD) y la Retinopatia del Prematuro (ROP, por Retinopathy of Prematurity). Durante afios
los principales estudios clinicos y basicos, estuvieron dirigidos sélo a identificar los
mecanismos de la enfermedad vascular. Sin embargo, hoy se conoce que células no
vasculares como glia y neuronas también se ven afectadas. En este sentido, numerosas
evidencias han demostrado que una funcion visual anormal, asi como una sensibilidad
disminuida al contraste preceden a los signos clinicos microvasculares detectables de la
patologia. Entre los mecanismos etiopatogénicos de las retinopatias proliferativas (RP)
convergen componentes inflamatorios, dafio oxidativo, y aumento en la produccion de
especies reactivas del nitrégeno (ERN), entre otros. En este sentido, niveles elevados de
especies reactivas del oxigeno (ERO) causan citotoxicidad o apoptosis, pero también
actian como segundos mensajeros regulando a nivel retinal, el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF, por vascular endothelial growth factor). Debido a ello, varios
estudios han sido realizados con el fin de reducir el exceso de ERO en las retinopatias.
Sin embargo, una estrategia menos explorada en retina es la modulacién de mediadores
celulares involucrados en la defensa antioxidante, como el sistema Keap1l-Nrf2, que
regula la expresion de enzimas antioxidantes de fase Il tales como hemo-oxigenasa-1
(HO-1), NAD(P)H quinona oxidorreductasa 1 (NQO1), asi como enzimas implicadas en la
biosintesis de glutatién, entre otras. En los Ultimos afios, numerosos trabajos han
demostrado el efecto antiinflamatorio y citoprotector de los acidos grasos-nitrados
(NO2-FA, por Nitro-Fatty acids) representados principalmente por el acido nitro-oleico
(NO2-OA, por Nitro-oleic acids), nitro-linoleico (NO»-LA, Nitro-linoleic acids) y el nitro-
linoleico conjugado (NO-CLA, Nitro-conjugated linoleic acids). Por lo que el objetivo de
este trabajo de tesis fue investigar el efecto de los NO,-FA sobre eventos de NV, gliosis,
aumento de citoquinas proinflamatorias y estrés oxidativo presentes en las RP. Para este
fin, recurrimos a dos modelos experimentales de estudio in vitro e in vivo. En el primero,

utilizamos principalmente células gliales de Miiller (CGM) debido a que participan en
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procesos de inflamacion, gliosis, sintesis y secrecion de factores tréficos (como VEGF) y
antioxidantes en la retina. Nuestros resultados mostraron que el tratamiento con el
NO,-OA indujo la expresidon proteica y transcripcional de la proteina HO-1 mediante la
activacion de la via antioxidante Keapl-Nrf2. Ademads, previno el incremento de los
niveles de ERO inducidos por el estimulo de lipopolisacaridos (LPS), forbol 12-miristato
13-acetato (PMA, por Phorbol 12-myristate 13-acetate) y la proteina extracelular a-;
Macroglobulina (a2M). Interesantemente, esta proteina presente en niveles elevados en
las retinopatias también induce gliosis reactiva la cual fue prevenida por el tratamiento
con el NO,-OA. Ademas, cuando analizamos la respuesta proangiogénica en CGM bajo
estimulo hipdxico y proinflamatorio, se observd que el NO;-OA redujo
significativamente los niveles de ARNm de VEGF-A. En linea con estos resultados
también demostramos que el NO2-OA inhibié la formacion de tubulos y el
pretratamiento con un inhibidor efectivo de Nrf2, anulé este efecto.

En funcién de los resultados obtenidos in vitro decidimos indagar en un modelo de
retinopatia experimental inducida por oxigeno (OIR, por Oxygen-Induced Retinopathy)
en ratones, el efecto del NO;-OA en los procesos vasoproliferativos y
neurodegenerativos retinales, asi como su mecanismo de accion. Cabe aclarar que el
modelo de OIR constituye una poderosa herramienta para elucidar los mecanismos
involucrados en las RP y desarrollar nuevas estrategias terapéuticas. Es asi que, en
nuestro laboratorio, previamente demostramos en el modelo de OIR que ademas de la
vaso-obliteracion (VO) y NV retinal se observa dafio neuronal, activacion glial y pérdida
funcional de la retina acompafiadas de un incremento en el flujo autofagico. Los
resultados obtenidos en este trabajo de tesis mostraron que la administracion por via
intraocular (i.0o.) de NO;-OA, fue capaz de inducir la angiogénesis reparativa,
disminuyendo el drea avascular central y la NV patolégica. Interesantemente, también
evitd la gliosis al atenuar los niveles de GFAP, pero no fue capaz de revertir la
disminucion de la enzima detoxificante de glutamato, GS. Ademas, evité el dafio en la
funcionalidad retinal reflejado en la capacidad de mantener la amplitud, asi como
también el tiempo de latencia de la onda-b (retina interna) a P26 OIR. En linea con estos
resultados, también se observd que el NO»-OA previno la disminucién de la expresion

de caspasa-3 total a P26 OIR.
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Dado que, en la actualidad, los tratamientos disponibles para las retinopatias
(fotocoagulacién, vitrectomia, inyeccion intraocular de anticuerpos monoclonales)
intentan enlentecer la progresion, pero solo en casos muy puntuales logran mejorarla,
los hallazgos obtenidos en este trabajo de tesis sugieren la utilizacién del NO,-OA como
una posible estrategia terapéutica en enfermedades invalidantes como las RP, debido a
que induce angiogénesis reparativa, evita la gliosis e impide la perdida de funcionalidad

retinal, asi como de dafo neuronal.
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SUMMARY

Pathological retinal neovascularization (NV) is a leading cause of serious vision loss in
potentially blinding eye diseases such as proliferative diabetic retinopathy (PDR) and
retinopathy of prematurity (ROP). Accumulating evidences, stemming from
experimental models and clinical studies of proliferative retinopathies (PR) have
provided insights into the mechanisms of vascular injury. However, it is known that non-
vascular cells such as glia and neurons are also affected, with the consequent production
of gliosis (increased GFAP levels) and neurodegeneration (retinal functional loss, altered
neurotrophic balance and neuronal damage). In this sense, numerous evidences have
shown that an abnormal visual function, as well as a decreased sensitivity to contrast,
precede the detectable microvascular clinical signs in PR. Among the etiopathogenic
mechanisms converge inflammatory components, oxidative damage, and increased
production of reactive nitrogen species (RNS). In this sense, high levels of reactive
oxygen species (ROS) cause cytotoxicity or apoptosis, but they also act as second
messengers regulating retinal VEGF levels. In fact, several studies have been carried out
in order to reduce the excess of ROS in retinopathies. However, an unexplored
therapeutic strategy in retina is the modulation of transcription factors involved in
antioxidant defense, such as the Keap1-Nrf2 system, which regulates the expression of
phase Il antioxidant enzymes such as heme oxygenase-1 (HO-1), NAD(P)H quinone
oxidoreductase 1 (NQO1), as well as enzymes involved in glutathione biosynthesis,
among others. Recently, numerous studies have demonstrated the anti-inflammatory
and cytoprotective effect of nitro-fatty acids (NO-FA) including nitro-oleic acid (NO2-
OA), nitro-linoleic acid (NO2-LA) and conjugated nitro-linolenic acid (NO-CLA).
Therefore, the objective of this work was to investigate the effect of NO2-FA on NV,
gliosis, inflammation and oxidative stress in PR. For this purpose, we used two
experimental models in vitro and in vivo. In the first one, Miiller glial cells (MGCs) were
selected due to the crucial role that play in diabetic retinas. Our results showed that
treatment with NO;-OA induced protein and transcriptional expression of HO-1 by
activating the Keapl-Nrf2 antioxidant pathway. In addition, NO;-OA treatment
prevented the increase of ROS levels induced by LPS, PMA and the extracellular protein
oM. Interestingly, this protein, present at elevated levels in PR, also induced reactive
gliosis, which was prevented by NO,-OA treatment. Furthermore, when we analyzed the
pro-angiogenic response in MGCs under hypoxic and pro-inflammatory stimuli, NO2-OA
significantly reduced VEGF-A mRNA levels. In line with these results, we also show that
NO,-OA inhibited tube formation and pretreatment with an Nrf2 inhibitor, abolished
this effect. In order to deepen our in vitro results, we have investigated the effect of
NO,-OA on retinal vasoproliferative and neurodegenerative processes in an
experimental oxygen-induced retinopathy (OIR) mice model. It should be noted that the
OIR model is a powerful tool for elucidating the mechanisms involved in PR and

7|Péagina



developing new therapeutic strategies. Previously, we demonstrated in the OIR model
retinal vaso-obliteration (VO) and NV, neuronal damage, glial activation and retinal
functional loss, accompanied by an increase in autophagic flux. Here, the results showed
that an intraocular (i.0.) NO2-OA injection at P12 OIR, was able to induce reparative
angiogenesis, decreasing the VO and pathological NV. Interestingly, it also prevented
gliosis attenuating GFAP levels, but was unable to reverse the levels of the glutamate
detoxifying enzyme, GS. Additionally, NO,-OA treatment prevented the reduction in
amplitude, as well as the increase in latency of the b-wave (inner retina) at P26 OIR. In
line with these results, NO,-OA was also found to prevent the decrease levels of total
caspase-3 at P26 OIR.

Considering the limitations and the side effects of current treatments of PR
(photocoagulation, vitrectomy, intraocular injection of monoclonal antibodies) the
results of this work underscore the role of NO,-OA as a novel therapeutic agent that
attenuate neovascular and neurodegenerative processes.
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I. Introduccion
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1.1 Estructura funcional de la retina neural

La retina es el tejido nervioso que recubre la parte posterior del ojo y esta formada por
capas bien definidas de neuronas interconectadas entre si que, junto con células
macrogliales, permiten la adecuada fototransduccién y procesamiento de la
informacién visual (Esquema 1 A). Estructuralmente, es un tejido muy organizado y
conservado en todos los vertebrados. Presenta siete capas bien definidas con una gran
diversidad de células que forman circuitos morfoldgica y funcionalmente distintos que
operan en paralelo y en combinacién para producir una imagen visual. Tres capas
contienen cuerpos celulares con nucleo denominadas: capa nuclear externa (ONL, por
outer nuclear layer), capa nuclear interna (INL, por inner nuclear layer) y capa de células
ganglionares (GCL, por Ganglion cell layer); dos capas poseen prolongaciones celulares
y es donde ocurre la sinapsis neuronal: la capa plexiforme externa (OPL, por outer
plexiform layer) y la capa plexiforme interna (IPL, por inner plexiform layer); una capa
gue contiene los axones de las células ganglionares que se dirigen hacia el nervio dptico
denominada capa de fibras nerviosas (NFL, por nerve fiber layer); y la capa mas externa
formada por los segmentos fotosensibles de los fotorreceptores (PRS, por photoreceptor
segments) (1-3) (Esquema 1 B).

La retina, como muchas otras estructuras del sistema nervioso central, contiene una
gran diversidad de tipos neuronales. Aproximadamente 55 tipos de células distintas se
encuentran en la retina (4, 5), cada una con una funcién diferente, mayormente
representadas por neuronas, células gliales y las células que componen el sistema
vascular. Existen cinco clases principales de células neuronales (células horizontales,
bipolares, amacrinas, ganglionares, fotorreceptores conos y bastones) que, junto con las
células gliales de Miiller (CGM) que brindan soporte metabdlico y homeostatico, se
encargan de la transmision de la informacién visual, desde la recepcién de la energia
luminica por los fotorreceptores hasta la superficie de la retina neural llegando hasta el
nervio dptico (Esquema 1 B).

Brevemente, la codificacion de la informacién visual empieza con la conversion de la
energia luminosa en cambios de potencial de membrana en los fotorreceptores que
modulan la liberacién de neurotransmisores. Los fotorreceptores conos y bastones
utilizan glutamato como neurotransmisor y hacen sinapsis con células bipolares
glutamatérgicas de segundo orden en la OPL. La transmisidon sinaptica entre
fotorreceptores y células bipolares estd modulada por células horizontales, las cuales
tienen sus nucleos en el borde externo de la INL y sus axones y dendritas expandidos
dentro de la OPL. Luego de recibir el estimulo, las células bipolares entran en contacto
con las células ganglionares retinales, esta interaccion es modulada por las células
amacrinas dentro de la IPL. Las células amacrinas tienen sus nucleos en el borde interno
de la INL, y sus axones y dendritas en toda la extension de la IPL. Las células ganglionares
son las Unicas neuronas con prolongaciones que salen de la retina, proyectando sus
axones a los centros visuales superiores.
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La retina al igual que el cerebro es un tejido inmunoprivilegiado, donde el sistema
vascular es un sistema cerrado. El mismo estd formado por células endoteliales con
fuertes uniones estrechas que constituyen la barrera hematorretiniana interna, y los
pericitos que son células murales de soporte que estabilizan los capilares y regulan el
flujo vascular retinal. Las uniones estrechas entre las células endoteliales son esenciales
para el control del transporte de liquidos y solutos de la barrera interna, asi como para
prevenir la entrada de sustancias toxicas y componentes del plasma a la retina (6).

Como parte del sistema nervioso central la retina contiene células gliales, entra ellas la
microglia y las células macrogliales. Las células microgliales de la retina proceden de
precursores hematopoyéticos externos al sistema nervioso central que lo invaden
durante el desarrollo. La microglia ha sido tradicionalmente considerada como los
macréfagos o células del sistema inmune residente de la retina. Sus funciones, por lo
tanto, se encuentran ligadas a la defensa del huésped contra microorganismos
invasores, la reparacion tisular cuando ocurre un dafio neuronal y la iniciaciéon de
procesos inflamatorios. En condiciones normales la microglia aparece como células
ramificadas dispuestas fundamentalmente en las capas plexiformes de la retina. Ante
cualquier alteracidn o injuria, adopta una morfologia redondeada y se desplaza hacia la
region afectada (7).

Por otro lado, existen dos tipos de células macrogliales: astrocitos y CGM. Los astrocitos
se encuentran principalmente en la NFL y acompafian a los vasos sanguineos en la INL.
Al igual que las CGM, las prolongaciones de los astrocitos cubren los vasos sanguineos
qgue forman la barrera hematorretiniana interna y cumplen un rol clave en la
homeostasis de iones. Ademads, entre otras funciones los astrocitos tienen un rol
importante en la vascularizacién retinal (8, 9). Con respecto a las CGM, sus
caracteristicas y funciones en la retina seran desarrolladas en la seccién I. IV de la
Introduccion.

Por todo lo anteriormente expuesto, cabe destacar que tanto las interacciones celulares
como la integridad del tejido retinal son necesarias para una correcta fototransduccién
y procesamiento de la informacidn visual. Cualquier alteracién celular conduce a dafios
con consecuencias que pueden llevar a la pérdida parcial o total de la vision.
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Esquema 1. Esquema representativo del ojo y la estructura de la retina neural en vertebrados.
A) Esquema de las secciones del ojo resaltando la localizacién de la retina. B) Estructura
funcional de la retina neural. Organizacién celular de la retina indicando las diferentes capas que
la componen: capa de los segmentos de los fotorreceptores (PRS), capa nuclear externa (ONL),
capa plexiforme externa (OPL), capa nuclear interna (INL), capa plexiforme interna (IPL), capa de
células ganglionares (GCL) y capa de fibras nerviosas (NFL). Entre las células que constituyen la
retina se encuentran las células gliales de Miiller (M) que abarcan todo el espesor de la retina
neural; fotorreceptores conos (C) y bastones (R) con sus nucleos en la ONL; células bipolares (B),
amacrinas (A) y horizontales (H) con sus nucleos en la INL; la microglia (MG) en la IPL; las células
ganglionares (G) con sus nucleos en la GCL y los astrocitos (AG) en la GCL y rodeando a los vasos
sanguineos (BV). Adaptado de Reichenbach A 'y Brigmann A., GLIA 2019.

L1l Retinopatias proliferativas: escenario actual

Las retinopatias proliferativas (RP), como la Retinopatia del Prematuro (ROP, por
Retinopathy of Prematurity) y la Retinopatia Diabética Proliferativa (RDP), son la
principal causa de ceguera en la poblacion infantil y adulta en edad laboral,
respectivamente (10-12); tanto en paises desarrollados como en aquellos de medio y
medio-alto ingreso, como Argentina. Si bien ambas patologias tienen diferentes estadios
antes de llegar a la ceguera, la disminucion en la vision afecta directamente la calidad
de vida de los pacientes y su desempefo laboral. Un aspecto a destacar de estas
patologias es que son prevenibles, razén por la cual, se han establecido programas en
Argentina con el objetivo de redactar protocolos que homogenicen los procedimientos
de accion en todo el pais (13—15). Estudios longitudinales realizados del 2004 al 2016
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muestran que el porcentaje de incidencia de la enfermedad y de ceguera no ha
mejorado a pesar de la puesta a punto de estos programas, en parte por la baja
adherencia al esquema de tratamiento, pero también por la dificultad de acceso a la
informacién ya que los sectores mas afectados son aquellos de menores recursos (16).
Por lo tanto, la ceguera constituye un grave problema para el sistema de salud en
nuestro pais.

La ROP es prevenible, en la mayoria de los casos, en Unidades de Cuidados Intensivos
Neonatales que cuenten con infraestructura adecuada y personal capacitado para
realizar un correcto manejo de conductas perinatales (dentro de las mas importantes se
encuentra el manejo de la administraciéon de oxigeno) y controlar los factores de riesgo
de los bebes prematuros. El diagndstico oftalmoldégico en el momento adecuado a través
de la pesquisa sistematica y el tratamiento oportuno mejoran el prondstico visual de los
nifos con diagndstico de ROP (17).

Otro problema de las RP es que los enfoques terapéuticos actuales abordan la
neovascularizacion (NV), de aparicidn tardia. Entre los tratamientos actuales disponibles
para la ROP severa o la RDP, se encuentran la fotocoagulacién con laser, vitrectomia,
crioterapia, y el mds utilizado ultimamente con inhibidores de VEGF (antiangiogénicos)
via intraocular (i.0.) (18-20). Estos tratamientos son costosos e invasivos, y a pesar de
gue existan leyes para acceder a los mismos, muchas veces esto no es posible en nuestro
pais. Ademas, estos tratamientos no son efectivos en su totalidad, por ejemplo, la
fotocoagulacidn con laser si bien reduce el riesgo de pérdida permanente de la visidn,
no se puede ignorar las consecuencias a largo plazo en la disminucidn del campo vy la
agudeza visual.

En la retinopatia diabética (RD), el tratamiento es mas complejo, particularmente en
etapas tempranas de la enfermedad, donde no hay una terapia efectiva para detener el
progreso de esta retinopatia. En la etapa proliferativa, RDP, se utilizan las inyecciones
repetidas de antiangiogénicos, lo que lleva a muchos pacientes a ser refractarios o
resistentes al tratamiento (21-24). Estas terapias, intentan frenar la progresion de la
patologia, pero no logran mejorar la agudeza visual.

En conclusidn, es de vital importancia el avance en el entendimiento de los mecanismos
involucrados en el origen, desarrollo y progresidn de estas retinopatias para la busqueda
de nuevos farmacos terapéuticos que no sélo apunten a la eliminacidn de la NV, sino
también a promover la normalizacién de la vasculatura retinal a fin de rescatar neuronas
y células gliales de la muerte.
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L1Il. Fisiopatologia de la ROP y la RD.

Las retinopatias isquémicas incluyen a un conjunto de patologias vasoproliferativas que
cursan con disminucién de oxigeno (0;) en el tejido retinal, que en estadios finales de la
enfermedad llevan a NV prerretiniana ocular. Entra ellas se encuentran: la retinopatia
de células falciformes, la oclusién de la vena retiniana, el glaucoma neovascular, la RDP
y la ROP.

Fisiopatologia de la ROP

En los ultimos afios se han realizado importantes avances en la identificacidon de los
mecanismos implicados en la génesis de la ROP. Ademas, la comprensién de los
mecanismos subyacentes a esta enfermedad ha mejorado el entendimiento de la
patogenia de las retinopatias isquémicas proliferativas en adultos como la RD
(desarrollada mas adelante) y la degeneracién macular asociada con la edad en su forma
himeda (principal causa de discapacidad visual en adultos mayores de 50 afios). Esta
retinopatia afecta Unicamente a nifios prematuros, y especialmente a aquellos con
menos de 1,5 Kg de peso al nacer y/o menos de 32 semanas de edad gestacional, que
son llevados a incubadora con administracién de O; por falta de maduracién pulmonar
(25, 26). La fisiopatologia de la ROP esta relacionada, principalmente a los cambios en
los niveles de O; que la vasculatura inmadura de la retina puede sensar o detectar. Los
principales factores de riesgo son, ademas del bajo peso al nacer y la edad gestacional,
la administracion de O; en niveles o concentraciones inadecuadas, la falta de
maduracion pulmonar con corticoides prenatales, la restriccion del crecimiento
intrauterino, la desnutricién posnatal, sepsis y las transfusiones sanguineas.

Es conocido que el desarrollo de la vasculatura retinal humana comienza
aproximadamente en la semana 16 de gestacion inducido por un gradiente de hipoxia
en el tejido, y concluye en la semana 40 de gestacién (27). Por lo tanto, cuando un
neonato nace de forma prematura, su desarrollo y suministro de sangre en la retina es
incompleto. Su ingreso a la incubadora con niveles elevados de O; (hiperoxia, niveles de
0,=80%) producen el cese del crecimiento fisioldgico de la vasculatura retinal, proceso
comunmente denominado vaso-obliteracién (VO). Cuanto mas prematuro sea el bebé,
mayor sera el area de la retina sin vascularizacion (avascular) al momento de salir de la
incubadora. Al finalizar el tratamiento y ser devuelto a un ambiente con menores niveles
de Oz (02 ambiental=21%), las regiones avasculares de la retina periférica perciben la
falta de O3 relativa a las condiciones de la incubadora (hipoxia relativa), lo que produce
sefiales de supervivencia y proangiogénicas en el tejido. Estas dareas avasculares
hipoxicas en la retina, gatillan una respuesta proangiogénica desmedida vy
descontrolada, principalmente por parte de las CGM, las cuales secretan grandes
cantidades de factores troficos, como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF,
por vascular endothelial growth factor), en un intento de establecer los plexos
vasculares ausentes y la nutricion del tejido. Esta respuesta lleva a la formacién
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desordenada de nuevos vasos sanguineos hacia la cavidad vitrea (NV prerretiniana),
comunmente denominados ovillos neovasculares (Esquema 2) (28). Los ovillos
constituyen vasos sanguineos inmaduros y no funcionales, dado que estan carentes de
células murales como los pericitos, con una barrera hematorretiniana interna propensa
a romperse y producir hemorragias retinales, que llevan a la extravasacién de proteinas
del plasma. Ademas, pueden generar fuerzas mecdnicas de traccion en el tejido, que
causan finalmente el desprendimiento de la retina, llevando en una ultima instancia de
la enfermedad a la ceguera. La NV per se es un impedimento para la visidén, aunque es
sabido que la neurodegeneracién empieza antes de que estas alteraciones vasculares
sean detectadas en el ojo.
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Esquema 2. Esquema representativo de las etapas de la ROP. La ROP es una patologia de dos
fases. En la inicial se produce la degeneracién vascular (vaso-obliteracion), seguida por una fase
secundaria de angiogénesis compensatoria patoldgica en las dreas avasculares hacia la cavidad
del vitreo (NV prerretiniana). Adaptado de Sapieha y col., The Journal of Clinical Investigation
2010.

La primera etapa de la patologia empieza con la hiperoxia, como la que puede ocurrir
durante los protocolos de ventilacidn mecanica (suplementaciéon de O3) en los bebes
prematuros. Se ha descripto una deficiencia en la autorregulacién del flujo sanguineo
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en la retina de los recién nacidos prematuros, es decir, que durante un aumento agudo
de la tensién de O, o de la presion de perfusion, el flujo sanguineo retinal del recién
nacido no puede mantenerse constante, lo que da como resultado un suministro
exagerado de O, potencialmente tdxico a la retina (Esquema 3) (28). Esto provoca la
muerte de las células endoteliales y, por lo tanto, la obliteracion de los vasos sanguineos
de la retina. La incompleta reduccién del Oz, conduce a la generacidon de especies
reactivas del O, (ERO). Ademas, este incremento en las ERO no puede ser contrarrestado
por antioxidantes, que son deficientes en el prematuro con respecto al adulto, ya que el
feto esta expuesto a bajos niveles de Oz en el Utero. Por otro lado, las ERO pueden
reaccionar con el oxido nitrico (ON) para generar especies de nitrégeno altamente
reactivas (ERN). Los efectos nocivos de las ERO y ERN en la funcién celular generalmente
se denominan estrés oxidativo y nitrosativo, respectivamente, y dan como resultado la
peroxidacién de lipidos de membrana, dafio en proteinas y ADN, lo que lleva a la
degeneracion microvascular de la retina (Esquema 3). Ademds, en esta etapa de la
patologia ya puede observarse estrés oxidativo, gliosis, neurodegeneracion retinal y el
incremento de citoquinas proinflamatorias (por ejemplo, IL-1B, IL-6, TNF-a) (29, 30).

tco) {9
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Autoregulacion deficiente

Incremento de radicales libres
Disminucion de VEGF

|

Degeneracion vascular

Isquemia

Incremento de VEGF

ROP
Neovascularizacion
preretinal anormal

Esquema 3. Autorregulacion deficiente en la retina de neonatos prematuros. La
autorregulacidn deficiente del flujo sanguineo ocular en el recién nacido prematuro no logra
controlar la oxigenacién de la retina durante el periodo de hiperoxia. Esto da como resultado un
suministro excesivo de O; al tejido retinal. El aumento de la oxigenacidn de la retina incrementa
la generacién de ERO y suprime la expresidon de VEGF en el recién nacido. Esto conduce al cese
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del desarrollo vascular y la degeneracién microvascular. La isquemia subsiguiente desencadena
la NV aberrante, a través, del incremento de VEGF. Adaptado de Sapieha y col., The Journal of
Clinical Investigation 2010.

En la segunda etapa de la ROP, la hipoxia relativa induce a una respuesta exacerbada de
factores proangiogénicos (31), lo que conduce a la NV prerretiniana observada y
contribuye al incremento de la neurodegeneracion y persistencia de gliosis en el tejido
retinal. En esta etapa, la respuesta proangiogénica es originada en las neuronas (32, 33),
astrocitos (34, 35) y principalmente en las CGM (36, 37). Estas poblaciones celulares
estdn carentes del soporte metabdlico después de la vaso-obliteracién durante la
primera fase de la ROP, por lo tanto, en un intento por reestablecer su suministro
metabdlico, producen cantidades elevadas de factores proangiogénicos como VEGF,
eritropoyetina (EPO), factor de crecimiento placentario (PIGF, por Placental Growing
Factor), factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1, por Insulin-like growth factor 1),
angiopoyetina 2 y factor de crecimiento bdsico de fibroblastos (FGF, por fibroblast
growth factor), entre otros (38—-40) (Esquema 3). Como consecuencia, el crecimiento
vascular se desregula y se desvia hacia la cavidad vitrea y el cristalino. Este crecimiento
desregulado, puede generar una cicatriz fibrosa que finalmente termine en separar la
retina neural del epitelio pigmentario de la retina (RPE, por Retinal Pigment Epithelial)
(desprendimiento retinal) llevando a la ceguera a los bebes prematuros.

Como mencionamos anteriormente, la principal complicacion de la ROP es la NV
prerretiniana. Por lo tanto, los enfoques para prevenir la vaso-obliteracidn o acelerar la
angiogénesis microvascular reparativa normal inicial frenaria idealmente el desarrollo
de una NV prerretiniana dafiina para las células de la retina. Ademas, seria ideal el
desarrollo de estrategias terapéuticas que aborden el estrés oxidativo, gliosis,
neurodegeneracién y el estado proinflamatorio de esta patologia. Es por esto, que
Sapieha y col. propusieron como estrategias futuras el uso de antioxidantes,
antiinflamatorios, moduladores de los factores de crecimiento, terapia con células
madres, entre otras (Esquema 4) (28).
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Esquema 4. Mecanismos involucrados en la fisiopatologia de la ROP. Etapas de la ROP:
mecanismos y moléculas involucradas en cada una de ellas. Actuales terapias y futuras
estrategias para el tratamiento. Adaptado de Sapieha y col., The Journal of Clinical Investigation
2010.

Fisiopatologia de la RD

Otra retinopatia isquémica con una alta incidencia en la poblacién adulta es la RD, la
cual es la complicacidn microvascular mds frecuente de la Diabetes Mellitus (DM) y es la
principal causa de ceguera. La DM es una enfermedad metabdlica crdnica, causada por
una baja produccién de insulina por el pancreas (tipo I), o por su inadecuada percepcién
y uso por parte del organismo (tipo Il), ambas caracterizadas por un aumento en los
niveles de glucosa en sangre (hiperglucemia). Entre los factores que participan en la RD,
la hiperglucemia genera dafio en la microvasculatura retiniana, induciendo areas
hipdxicas en la retina, lo que conduce a la activacidn de factores proangiogénicos que
llevan en estadios finales de la patologia a la NV.

Desde el punto de vista clinico, existen dos etapas en la RD: la etapa no proliferativa
(RDNP) y la etapa proliferativa (RDP) (41, 42). La RDNP, se desarrolla primero y se
caracteriza por microaneurismas, aumento en la permeabilidad vascular y hemorragias
en la retina. La etapa mas severa y avanzada de la retinopatia, o RDP, se caracteriza por
NV prerretiniana como consecuencia del dafio vascular en la primera etapa. Como ya
expusimos para la ROP, en esta ultima etapa donde la NV prerretiniana contiene

18|Pagina



neovasos inmaduros y fragiles, se producen hemorragias en la retina. La presencia de
sangre en el humor vitreo, dificulta el paso de luz hacia la retina causando manchas
flotantes. Ademas, puede producirse el desprendimiento de la retina debido a las
cicatrices que produce la NV prerretiniana.

El entendimiento de los mecanismos fisiopatoldgicos del desarrollo de la RD estd en
constante evolucion. Se ha descripto que la exposicion crénica a la hiperglucemia y otros
factores de riesgo (por ejemplo, hipertensiéon, mal control de la glucemia, obesidad,
entre otros) inician una cascada de cambios bioquimicos y fisioldgicos que conducen en
ultima instancia al dafo en la microvasculatura y disfuncion de la retina (Esquema 5)
(43). Las vias implicadas incluyen la acumulacién del sorbitol (44) y los productos finales
de glicosilaciéon avanzada (AGE, por Advanced glycation end products) (45, 46),
activacion del sistema renina-angiotensina, inflamacion (47, 48), activacién de Ia
proteina quinasa C, incremento de ERO que conducen a estrés oxidativo (49, 50) y el
incremento de factores proangiogénicos, principalmente VEGF (51, 52) (Esquema 5).

| Hiperglucemia |

! | | ! ! l

Estrés oxidativo AGE | | Activacion de PKC | | Inflamacién | | Sorbitol RAS

Y

| Disfuncion endotelial vascular |

a
Isquemia retinal |+ i -------------- Edema macular diabético
y ;
» CA } Permeabilidad vascular }—» Edema macular diabético
» VEGF
* GH-IGF1

¥

* EPO || Neovascularizacion retinal |~ | Complicaciones de la RDP

Esquema 5. Fisiopatologia de la RD. La hiperglucemia desencadena una cascada de eventos
bioquimicos que conducen a la disfuncién del endotelio retinal. Esto resulta en isquemia e
incremento de la permeabilidad vascular, reforzados por la hipertensidn, vias claves en el
desarrollo de la RD. AGE = productos finales de glicosilacion avanzada. PKC= proteina quinasa C.
RAS = sistema renina-angiotensina. CA = anhidrasa carbdnica. VEGF = factor de crecimiento
endotelial vascular. GH-IGF = factor de crecimiento—factor de crecimiento de la insulina. RDP =
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retinopatia diabética proliferativa. HV = hemorragia vitrea. RD=desprendimiento de retina.
Adaptado de Ning Cheung y col. The Lancet, 2010.

Si bien la fisiopatologia y los factores desencadenantes de la ROP y la RDP son diferentes,
ambas retinopatias cursan con una fase de hipoxia en la retina, que gatilla un desbalance
en los factores proangiogénicos, principalmente VEGF, desencadenando el crecimiento
anormal de los vasos sanguineos (NV prerretiniana). Esta NV conduce, posteriormente,
a una ruptura de la barrera hematorretiniana, extravasacién de compuestos téxicos,
llevando a estrés oxidativo, glial y muerte neuronal (neurodegeneracién) en la retina.

1.1V Funciones claves de las CGM en la retina sana

Dentro de los tipos celulares que componen la retina, las CGM cumplen un rol clave en
situaciones de salud y enfermedad. Las CGM fueron reconocidas y descriptas por
primera vez por Heinrich Miiller en 1851 como “fibras radiales” que pertenecen a la
macroglia de la retina (53). Desde entonces y hasta la actualidad se han realizado
numerosos avances en esta drea (54). Estas células especializadas localizan el soma
celular en la INL desde donde se expanden dos procesos principales en direcciones
opuestas, los cuales atraviesan todo el espesor de la retina neural, entre la membrana
limitante interna (ILM, por Internal Limiting Membrane) y externa (OLM, por Outer
Limiting Membrane), respectivamente (55). Estas exhiben una estructura polarizada,
qgue se divide en regiones bien caracteristicas: un proceso celular externo que se
desarrolla desde el soma celular hasta la OLM extendiendo numerosas
microvellosidades celulares hacia el espacio subretinal; y un proceso celular interno
desde el soma celular hasta la ILM, en donde forma un endfoot o varias endfeet que
conectan con la cavidad vitrea. Este sitio hace de nexo para el intercambio de moléculas
entre la retina y el humor vitreo, a través de las CGM. Ademas, estas células emiten
procesos secundarios o proyecciones citoplasmaticas longitudinales que le permiten
interaccionar con todas las células de la retina, entre ellas, neuronas y células
endoteliales. Reichenbach y col. describieron por primera vez, en 1994, a las CGM como
el centro de una “micro-unidad columnar” de neuronas retinales, es decir, la unidad
anatémica y funcional mds pequefia necesaria para el procesamiento de la informacién
visual (56). De esta manera, las CGM no sélo representan el soporte estructural de ésta
“micro-unidad columnar” sino que también constituyen un vinculo anatémico entre las
neuronas de la retina y los compartimentos con los que necesitan intercambiar
moléculas, es decir, con los vasos sanguineos retinales, la cavidad vitrea y el espacio
subretinal. Ademas, las interacciones de las mismas garantizan la mantencion de la
homeostasis del tejido y permite a las CGM detectar e iniciar una respuesta protectora
cuando se produce alguna alteracién o dafio en la retina (9).

Desde los primeros estadios del desarrollo retinal, las CGM cumplen un rol vital para
crear y mantener la arquitectura de la retina (57), y sirven de soporte para la
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supervivencia neuronal y el procesamiento de la informacién visual (58, 59). En este
sentido, Dubois-Dauphin y col. demostraron que la sobreexpresion célula especifica de
la proteina Bcl-2 en CGM, en un ratén transgénico, inducia muerte en las mismas a los

dos o tres dias post-nacimiento. Este fendmeno condujo a displasia tisular, apoptosis de

fotorreceptores y finalmente a degeneracion retinal y proliferacion del RPE (60).

Entre las funciones mas importantes descriptas de las CGM en la retina sana se

encuentran (Esquema 6) (55):

v

Preservacion de la homeostasis osmatica y el balance hidroelectrolitico en la
retina, a través, principalmente de la regulacidén de la concentracién de iones
(K+), agua y el pH del espacio extracelular (61-65) (Esquema 6 A)

Modulacién de la actividad sinaptica mediante la rapida recaptacién y reciclaje
de neurotransmisores. Para ello, las CGM poseen la enzima glutamina sintetasa
(GS), la cual recicla glutamato a glutamina para ser liberado como precursor del
neurotransmisor a las neuronas (66). Ademas, también son capaces de
degradar GABA via el ciclo del 4cido citrico (67). Esta funcion es clave para evitar
la neurotoxicidad por exceso de neurotransmisores (Esquema 6 B).
Participacién en el metabolismo de la glucosa en la retina, proporcionando a las
neuronas de la retina nutrientes como el lactato/piruvato para su metabolismo
oxidativo. Por otro lado, se encargan del almacenamiento de glucégeno y su
degradacidn por glucogendlisis para nutrir a las neuronas de la retina (68).
Ademas, eliminan los productos de desecho metabdlico (Esquema 6 C).
Regulacion del flujo sanguineo (69) y participacién en la formacion vy
mantenimiento de la integridad de la barrera hematorretiniana (70-72).
Participacidn en el reciclaje de fotopigmentos de los fotorreceptores, a través
de la expresion de la proteina unidora de retinaldehido (CRALBP, por cellular
retinaldehyde-binding protein), lo que es necesario para llevar a cabo el ciclo
visual en los fotorreceptores conos (73, 74).

Proteccidn de las células del tejido retinal contra el estrés oxidativo, a través de
la sintesis y liberacion al medio extracelular de glutatién, el cual actia como
cofactor de la enzima glutatidon peroxidasa, lo que permite la eliminacién de
radicales libres (75—77) (Esquema 6 D).

Preservacion de los fotorreceptores y las otras neuronas de la retina de la
muerte por secrecién de factores neurotroficos, factores de crecimiento y
citoquinas (78, 79).

Minimizan la dispersién de la luz, actuando como fibras épticas vivas que guian
la luz a través de las capas internas de la retina hacia los fotorreceptores conos
y bastones, de forma similar a la fibra dptica de vidrio (80-83).

Un subconjunto de CGM en la retina adulta presentan caracteristicas latentes
de células madres/ progenitoras de neuronas (80, 84-87).
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Esquema 6. Importante interaccion CGM-neuronas en la retina adulta sana. A) mantenimiento

del balance hidroelectrolitico del tejido retinal. B) recaptaciéon y reciclado de neurotransmisores.
C) soporte metabdlico a las neuronas. D) rol protector contra el estrés oxidativo (metabolismo
GSH). Adaptado de Andreas Bringmann y col, Prog Retin Eye Res 2006.

Ademas de todas estas funciones beneficiosas para las neuronas (Esquema 6), las CGM
mantienen una comunicacién constante con las demads células que componen el tejido
retinal. Al respecto, las CGM junto con la microglia residente del tejido son las
encargadas de establecer una respuesta inflamatoria en situaciones patoldgicas agudas
o crénicas, incluyendo la sintesis y liberacién de citoquinas proinflamatorias o factores
tréficos necesario para la sobrevida de las células neuronales (88, 89). Ademds, son las
células encargadas de la fagocitosis de cuerpos extranos y debris celular de neuronas o
células del EPR muertas (90-94).

Por otro lado, como se menciond anteriormente, las CGM junto con los pericitos,
astrocitos y células endoteliales constituyen y son encargadas de la integridad de la
barrera hematorretiniana interna, una estructura que le provee proteccién a la retina
ante cualquier dafio. La interaccion CGM-microglia-endotelio en la retina adulta tiene
como principal funcién regular el tono y el flujo vascular a través de la liberacién de
sustancias vasoactivas que contraen/dilatan los vasos sanguineos (95, 96).

La evidencia anteriormente expuesta demuestra claramente que las funciones
desempanadas por las CGM son esenciales para el correcto desarrollo y funcionamiento
de la retina.
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L.V Gliosis

Como describimos anteriormente, las CGM tienen un rol muy importante en la
homeostasis de la retina debido a que presentan una sorprendente resistencia a la
injuria debido a su activo metabolismo (54). Sin embargo, en respuesta a estimulos
dafinos se tornan reactivas para proteger al tejido retinal de un dafio mayor y promover
la reparacion y remodelacién del mismo. Este proceso de activacion de las CGM es
conocido como “gliosis” y esta caracterizado por cambios morfoldgicos, bioquimicos y
fisioldgicos. Uno de los primeros indicios es el aumento en la expresion de filamentos
intermedios como la proteina acida fibrilar glial (GFAP, por Glial fibrillary acidic protein)
y vimentina mientras que otros cambios son la hipertrofia y proliferacién de las células
(97). Cabe destacar que el incremento en los filamentos intermedios es una estrategia
para prevenir lesiones mecdnicas en la retina neural (98), como el desprendimiento de
retina que ocurre en estadios avanzados de ROP y RDP (99, 100). La gliosis presenta dos
etapas: una protectora, ya que las CGM en presencia de injuria leve pueden activar
mecanismos de defensa para las neuronas y reestablecer la homeostasis del tejido y la
segunda etapa de dafio, cuando la gliosis persiste en el tiempo. En estadios tempranos
de las retinopatias, cuando las primeras alteraciones en el tejido son detectadas por las
CGM, se considera una respuesta protectora; pero si persiste en el tiempo, sus
consecuencias pueden ser perjudiciales para la funcion retinal.

Nuestro grupo ha demostrado que, en el modelo de retinopatia inducida por oxigeno
(OIR, por Oxygen-induced retinopathy), la hipoxia severa induce un marcado incremento
de GFAP en CGM (gliosis masiva), el cual es acompanado por muerte neuronal,
sugiriendo que la gliosis contribuye a la neurodegeneracién retinal (29, 30).

Por otro lado, en nuestro laboratorio tanto en modelos experimentales in vivo como in
vitro, hemos demostrado que ay-Macroglobulina activa (a2M*), en concentraciones
similares a las encontradas en el humor vitreo de pacientes con enfermedades retinales
(101), induce gliosis mediada por el aumento de los niveles de GFAP (102). a;M es una
glicoproteina sérica multifuncional que en su forma nativa o activa (aM*) regula la
actividad bioldgica de muchas proteasas, factores de crecimiento y citoquinas, asi como
otros efectores fisiolégicos (103). Debido a esas propiedades, a;M puede influir en una
amplia variedad de procesos bioldgicos ya sea a través de la interaccidn con su receptor
LRP1 (por Low density lipoprotein receptor-related protein 1), o a través de la union y
transporte de citoquinas y factores de crecimiento.

Por lo tanto, la respuesta de las CGM en la retina serd preventiva cuando la injuria sea
leve y los mecanismos gliales se orienten a la reparacién y rescate del tejido, sin
embargo, la respuesta serd nociva cuando el estimulo sea crénico y severo llevando a la
perdida de la funcién retinal.

23|Pagina



1.VI. Acidos grasos-nitrados: lipidos bioactivos

En condiciones de estrés oxidativo y nitrosativo, como ocurre en las RP, las ERO y ERN
pueden reaccionar con los dacidos grasos libres, asi como con los acidos grasos
esterificados los cuales son componentes de las membranas celulares y lipoproteinas. El
oxido nitrico (ON) y las importantes especies derivadas del ON reaccionan con los 4cidos
grasos insaturados de cadena larga produciendo una variedad de productos
denominados acidos grasos-nitrados, nitrolipidos o nitroalquenos (NO2-FA, por Nitro-
Fatty acids) (104-109). La familia de los NO,-FA estd formada por la nitraciéon de
diferentes acidos grasos, entre ellos los mas estudiados son: el dcido nitro-oleico (NO2-
OA), el acido nitro-araquiddénico (NO2-AA), el acido nitro-linoleico (NO2-LA) y el nitro-
linoleico conjugado (NO;-CLA) (Esquema 7). Los NO»-FA han sido detectados en varios
tejidos vy fluidos biolégicos empleando espectrometria de masa (110-112). Los NO»-FA
estdn presentes en el plasma y orina de individuos sanos en concentraciones
submicromolares (NO,-OA total en plasma 921+421 nM y NO,-LA 6304240 nM) (110,
113-115), sus niveles han sido descriptos que aumentan durante procesos patoldgicos
como de tipo inflamatorios, en eventos de isquemia-reperfusién (116, 117), es decir, en
escenarios fisiopatoldgicos similares a los descriptos en las RP. Un trabajo
recientemente publicado por Salvatore y col. define el nitrolipidoma urinario,
destacando la presencia de nitroderivados del acido linoleico (LA) y el acido linoleico
conjugado (CLA) (110).

Uno de los NO2-FA mas estudiados es el NO,-OA (CXA-10, 10-NO;-OA, acido 10-nitro-
oleico), siendo utilizado por primera vez en un ensayo clinico en pacientes con
enfermedad renal aguda. Actualmente, otros ensayos clinicos se encuentran en fase Il
para tratamiento de la hipertensiéon arterial pulmonar, la glomeruloesclerosis
segmentaria focal y el asma (Complexa Inc.). Ademds, se encuentra en ensayo de fase
1B/2A (Complexa Inc.) para el tratamiento de crisis de células falciformes y enfermedad
de células falciformes (118-121).
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Esquema 7. Familia de los NO,-FA. Esquema de la estructura molecular de los acidos grasos-
nitrados mas estudiados.

La adicién del grupo nitro (-NO3) a un carbono del doble enlace en los acidos grasos
insaturados, genera en el B-carbono adyacente al grupo nitro una densidad de carga
positiva, lo que convierte a los nitrolipidos en potentes electréfilos (Esquema 8).
Estudios bioquimicos revelaron que los NO;-FA se aductan a proteinas a través de la
unién con los aminodcidos cisteina (Cys) e histidina (His). Esta reaccidon conocida como
reaccidon de adicion de Michael es rapida e irreversible en la mayoria de las proteinas
estudiadas. Esta modificacion postraduccional (MPT) se denominan comunmente
nitroalquilacién. La formacidn de aductos covalentes entre los NO,-FA y la proteina de
interés, puede inducir cambios conformacionales en la proteina y, por lo tanto, también
en su funcién o actividad catalitica (Esquema 8) (122-126). Ha sido ampliamente
reportado que los NO,-FA forman aductos covalentes con los residuos Cys de la proteina
Keap-1 (por Kelch-like ECH-associated protein 1), lo que resulta en la activacion del factor
de transcripcidn Nrf2 (por Nuclear factor erythroid 2-related factor 2). Esta activacion de
Nrf2 involucra la expresion de genes responsables de funciones antioxidantes y
protectoras para las células (104, 127-131). El rol y la importancia de la via antioxidante
Keap1-Nrf2 en las RP se abordard en el siguiente apartado.

También se ha descripto que los NO;-FA son moléculas con actividad o propiedades
antiinflamatorias, a través de la nitroalquilacién de importantes residuos Cys de las
subunidades p65 y p50 del factor de transcripcién NF-kB (por nuclear factor- kB); lo que
inhibe la translocacién al nucleo del mismo vy, por ende, la formacion endégena de una
variedad de mediadores proinflamatorios, que participan en diferentes enfermedades,
incluyendo las RP (132—-134). Ha sido demostrado que, tanto el NO2-LA como el NO,-OA
inhiben la secrecién de citoquinas proinflamatorias inducida por LPS en macroéfagos (IL-
1B, IL-6, TNF-a, MCP-1, entre otros) (133, 135).

En resumen, los NO,-FA son lipidos bioactivos, con alta reactividad electrofilica que
traducen sus acciones bioldgicas a través de induccion de MPT en importantes proteinas
del metabolismo celular. Es por ello, que sus principales propiedades son
antiinflamatorias y antioxidantes.
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Esquema 8. Nitroalquilacidn. llustracién de las modificaciones postraduccionales de proteinas
de interés mediante reaccion de adicién de Michael.

L.VII. NOz-FA: activacion de la via de antioxidante Keap1-Nrf2 y beneficios en RP

Nrf2 es un factor de transcripcidn que en situaciones fisioldgicas en la célula se
encuentra en su forma inactiva en el citosol, debido a la unidn con su proteina inhibitoria
Keapl. En efecto, la unidon de Nrf2 a Keapl, lleva al factor de transcripcion
constantemente a degradacién via proteasomal (complejo de ubiquitinacién con Cul3
E3 ligasa). Sin embargo, en situaciones de estrés oxidativo, Keap1, que funciona como
un sensor de ERO y electréfilos, es modificado en algunas de sus mas de 23 cisteinas lo
qgue lleva a la liberacién de Nrf2 en el citoplasma. De esta forma, Nrf2 es activado y
transloca al nucleo, donde se une como un heterodimero a la regién del ADN
denominada elemento de respuesta antioxidante (ARE, por antioxidant responsive
element), induciendo la expresién de enzimas detoxificantes de fase Il, como hemo-
oxigenasa-1 (HO-1), NAD(P)H quinona oxidorreductasa 1 (NQO-1), NQO-2, glutatién s-
transferasa (GST), superdxido dismutasa 1 (SOD1), entre otras (Esquema 9). Respecto a
los activadores de Nrf2, los lipidos electrofilicos reaccionan con los grupos tioles de
Keap1l, induciendo la liberacion de Nrf2 y facilitando su acumulacion en el nucleo y
posterior activacion de la transcripciéon génica (136-138). Como mencionamos
anteriormente, Keapl es altamente reactiva a la nitroalquilacién por los NO2-FA ya que
constituye una proteina rica en residuos Cys (136, 137, 139-142). Diversos estudios
funcionales con mutantes de Keapl demostraron que la Cys151 es el residuo que se une
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a los NO,-FA, cuya unidn provoca la disociacién de Keap1 de la Cul3 ligasa, evitando la
degradacion proteasomal de Nrf2 y permitiendo la activacién de sus genes blanco (143,
144). Sin embargo, el NO2-OA es un activador de Nrf2 independiente de Cys151, ya que
las mutantes de Keap1 Cys151 no se ven afectadas por el aumento del nitrolipido (130).

Via Keap1/Nrf2
ROC-1 /EAZ 1 i
. @
Cul3 e %,
Degradacion ® o9
proteasomal
a | 2

coco

Expresion de genes antioxidantes
I (HO-1,NQO1, NQO2, GST)
ARE

Esquema 9. llustracidn de la via antioxidante Keap1-Nrf2. En condiciones fisioldgicas, el factor
de transcripcién Nrf2 se encuentra acomplejado con su proteina inhibidora Keapl, que lo lleva
a degradacion continla via proteasomal. En situaciones de estrés celular, diferentes inductores
son capaces de aductarse a Keaply liberar a Nrf2, para que transloque al nicleo y se una en los
sitios ARE en el ADN y transcriba la expresiéon de genes antioxidantes.

Cabe destacar que HO-1 cataliza la degradacion oxidativa del grupo hemo a biliverdina
ejerciendo acciones antioxidantes y antiinflamatorias. La induccidon de HO-1 es una via
citoprotectora enddogena desencadenada por una variedad de senales relacionadas con
el estrés y especies electrofilicas. Interesantemente, ha sido demostrado que los
nitroalquenos (NO-LA, NO2-OA y NO-CLA) inducen la expresion de HO-1 en células
endoteliales (131, 145), RAW264.7 (146) y macréfagos J774.1 (147), entre otras células.

En la retina, se ha descripto el efecto protector de Nrf2 tanto en la ROP como en la RD
(148-154). En particular, Lutty GA. y col. en el 2010 y luego Wei y col. en el 2016 han
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resaltado la importancia de Nrf2, demostrando que ratones con ablacion genética de
Nrf2 (Nrf27/- KO) sometidos al modelo de OIR presentan una mayor area avascular y de
NV (148, 155). Ademas, la administracion de activadores farmacolégicos de Nrf2, como
dh404 y RS9, disminuyd el drea avascular, el drea neovascular y la permeabilidad de los
vasos sanguineos retinales (154, 156). Adicionalmente, estudios in vitro e in vivo
demostraron que Nrf2 actua sobre la célula endotelial regulando la formacién de la
célula tip y la ramificacién vascular, induciendo una angiogénesis reparativa en los
tejidos (32, 148, 157). Si bien se ha investigado el efecto protector sobre neuronas en
otras patologias retinales (149-152), queda mucho por avanzar en el entendimiento de
los mecanismos involucrados en el efecto neuroprotector del factor de transcripcioén
Nrf2, asi como su impacto sobre otros componentes afectados en las retinopatias como
el estrés oxidativo, gliosis y el ambiente proinflamatorio.

Dado el efecto benéfico de la activacidn de la via antioxidante Keap1-Nrf2 en las RP, y
considerando que los NO-FA son capaces de activar la misma, la hipdtesis de este
trabajo de tesis es que: los NO2-FA modulan la respuesta antioxidante e inflamatoria
en las RP, generando una respuesta protectora sobre el estrés oxidativo, gliosis, NV
prerretiniana y la neurodegeneracion presente en estas patologias.

Con el propdsito de poder demostrar esta hipdtesis, en este trabajo de tesis doctoral se
utilizaron dos modelos experimentales: uno in vitro, donde se empled principalmente
una linea celular humana de CGM, las MIO-M1, y un modelo experimental murino de
OIR. En el primer modelo se estudidé los mecanismos moleculares responsables de
mediar los efectos antioxidantes y citoprotectores de los NO;-FA en CGM como
componentes importantes en la fisio-patologia de la retina, mientras que con el segundo
evaluamos la respuesta protectora de los NO2-FA sobre el dafio celular y tisular
inducidos en las RP.
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Il. Objetivos
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Teniendo en cuenta los antecedentes hasta aqui mencionados, planteamos los

siguientes objetivos.
1.1 Objetivo General:

Identificar los mecanismos bioquimicos, celulares y moleculares involucrados en las
acciones antioxidantes y citoprotectoras de los acidos grasos-nitrados (NO-FA) en
procesos proliferativos y neurodegenerativos retinales. Dado que el beneficio clinico
conferido por las terapias actuales en las retinopatias es variable y los resultados no
siempre preservan la funcidn retinal, este estudio abre una nueva perspectiva
relacionada a posibles estrategias terapéuticas que normalicen la vasculatura y

conserven el componente glial y neuronal en la retina.

1.1 Objetivos Especificos:
IL.Il Modelo in vitro:
En CGM humanas (MIO-M1) y en células endoteliales (BAEC), se pretende:

a) Demostrar el efecto antioxidante y citoprotector del acido nitro-oleico (NO;-OA), en
eventos caracteristicos de las retinopatias (hipoxia, gliosis, aumento de citoquinas

proinflamatorias, estrés oxidativo, angiogénesis).

b) Determinar los mecanismos moleculares responsables de mediar los efectos antes

indicados.
I1.11l Modelo in vivo:

a) Estudiar el efecto antioxidante del NO,-OA en el modelo de Retinopatia Inducida por
Oxigeno (OIR) mediante la activacion del sistema de defensa antioxidante endégeno (via

Keap1-Nrf2).

b) Determinar el efecto citoprotector del NO,-OA en los procesos de neovascularizacién
y neurodegeneracion presentes en la retina de animales OIR a través de estudios

funcionales (ERG) e histoldgicos.
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Ill. Resultados

Modelo “in vitro”
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lll.1. Efecto de NOz-OA sobre la viabilidad de las CGM

Con el objetivo de encontrar concentraciones del NO2-OA que no afectaran la viabilidad
celular a tiempos prolongados, se realizaron ensayos de viabilidad con sales de tetrazolio
(MTT). Para ello, células MIO-M1 fueron estimuladas con vehiculo o concentraciones
crecientes del NO,-OA por 24, 48 y 72 hs. Ademas, se utilizé como control al 4cido oleico
(OA, por Oleic Acids) como contraparte no electrofilica del NO,-OA. El tratamiento de
las células MIO-M1 con vehiculo (metanol) 0 0,1 — 5 uM de NO,-OA durante 24,48 y 72
hs no mostré una reduccién significativa de la viabilidad celular (p>0,05) en comparacién
con los controles sin tratamiento o el vehiculo y OA (Figura 1).

MIO-M1 24 hs MIO-M1 48 hs

o - 100
50 T 50
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veh 01 1.0 25 5.0 5.0 veh 01 10 25 50 5.0
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g
5
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Figura 1. Efecto de concentraciones crecientes de NO,-OA (0,1 a 5,0 uM) sobre la viabilidad de
las células MIO-M1 luego de 24, 48 y 72 hs de tratamiento. Los graficos de cuantificaciéon
indican el porcentaje de células viables respecto al control. Los datos se presentan como la
media + SEM y fueron analizados mediante ANOVA a una via seguido de la prueba posterior de
Dunnett. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las condiciones
evaluadas. Se muestran los resultados de al menos tres experimentos independientes realizados
por triplicado.

lIL.Il. NO>-OA induce la expresion proteica de HO-1 en CGM

Estudios previos de acidos grasos-nitrados o nitrolipidos han demostrado la activacion
de la via antioxidante Keapl-Nrf2 en varios tipos de células y tejidos: células
endoteliales (131, 145), macréfagos (146), tejido renal y cardiaco (117, 158-161), entre
otros. Dado que la activacién de Nrf2 tiene un efecto citoprotector y antiinflamatorio en
el tejido retinal (148-156), nos interesé evaluar el efecto del NO,-OA en las CGM,
principales encargadas de preservar la estructura y funcionalidad retinal durante las RP.

Con el propésito de evaluar si el NO2-OA era capaz de activar la via antioxidante Keap1-
Nrf2 en las células gliales MIO-M1, se midid la expresién de HO-1, un gen blanco de Nrf2,
por ensayos de Western Blot. Con este fin, células MIO-M1 fueron estimuladas con las
mismas concentraciones de NO>-OA descriptas en el ensayo de viabilidad (0,1 — 5 uM)
durante 8 y 16 hs. Como se puede observar en la Figura 2 A, el NO,-OA aumento
significativamente la expresion de HO-1, de manera dependiente de la concentracion,
no observandose cambios con el OA a los tiempos evaluados. El anadlisis cuantitativo
(Figura 2 B), mostré que la mayor diferencia se produjo a la concentracién de 5 de uM
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NO,-OA, alcanzando un mdaximo a las 8 hs para luego comenzar a decaer a las 16 hs
(Figura 2 C).

En funcién de estos resultados, seleccionamos la concentracion de 5 uM de NO,-OA para
los estudios in vitro pues cumple con la condicién de no afectar la viabilidad celular e
inducir una mayor expresiéon de HO-1.
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Figura 2. Efecto de NO,-OA sobre la expresion proteica de HO-1 en células MIO-M1. A) Ensayo
de Western blot de lisados obtenidos de células MIO-M1 estimuladas con diferentes
concentraciones del NO»-OA (0,1 —5 uM) durante 8 y 16 hs, revelados empleando un anticuerpo
anti HO-1. B) Cuantificacion por densitometria de los niveles de HO-1 normalizados a B-actina.
Los datos se presentan como la media + SEM y fueron analizados mediante ANOVA de una via
seguido de la prueba posterior de Dunnett. C) Correlacidon de la expresién de HO-1 con la
concentracién y el tiempo de estimulo de NO,-OA. Los datos se presentan como la media + SEM
y fueron analizados mediante ANOVA de dos vias seguido de la prueba posterior de Bonferroni.
**p < 0,01, ****p < 0,0001. Se muestran los resultados de al menos tres experimentos
independientes.
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lILIIl. NO>-OA activa la via de seializacion antioxidante Keap1-Nrf2 en CGM

Habiendo evidenciado que el NO;-OA indujo la expresion proteica de HO-1, a
continuacion, evaluamos la induccidn a niveles transcripcionales utilizando el ensayo de
gRT-PCR. Para ello, células MIO-M1 fueron incubadas con vehiculo, 5 UM de NO»-OA o
5 uM de OA por 4 hs. En la Figura 3 A se puede observar un aumento estadisticamente
significativo en la expresion transcripcional de HO-1 luego del estimulo con 5 uM de
NO2-OA mientras que el OA no tuvo efecto a la concentracion evaluada.

Con el propdsito de evaluar si el incremento en la expresion de HO-1 era mediado por
la via antioxidante Keap1-Nrf2, se utilizo trigonelina, un conocido y potente inhibidor de
Nrf2 (162—-166). Para ello, las células MIO-M1 se pre-incubaron con 1 y 25 uM de
trigonelina durante 1 h, y luego se estimularon con 5 uM de NO,-OA durante 4 hs. La
cuantificacion del ensayo muestra que el incremento en la expresién transcripcional de
HO-1 inducido por NO;-OA, se redujo significativamente en las células MIO-M1 pre-
tratadas con trigonelina (Figura 3 B). Cabe aclarar, que se utilizaron 2 concentraciones
de trigonelina de acuerdo a lo descripto en la bibliografia obteniendo una inhibicion mas
marcada con 1 uM. En su conjunto, estos resultados demuestran que el NO»-OA induce
la expresion de HO-1 a través de la activacion de la via Keap1-Nrf2 como lo sugiere la
utilizacion de trigonelina, sin embargo, un porcentaje (50%) de la expresion de HO-1 por
NO,-OA parece ser independiente de Nrf2.
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Figura 3. Efecto de NO»-OA sobre la via Keap1-Nrf2 en células MIO-M1. A) La expresion del
ARNm de HO-1 se realizé por gRT-PCR en células MIO-M1 luego del estimulo con vehiculo, 5 uM
de NO2-OA 0 5 uM de OA por 4 hs. Los resultados se normalizaron a GAPDH y se expresaron de
acuerdo al método 2-AACt utilizando como calibrador el nivel de ARNm obtenido de células MIO-
M1 tratadas con vehiculo. Los datos se presentan como la media + SEM y fueron analizados
mediante ANOVA de una via seguido de la prueba posterior de comparacién multiple de Dunett.
ns, no significativo, **p < 0,01, **** p < 0,0001. B) Efecto de trigonelina sobre la expresion de
HO-1 por NO,-OA. El grafico muestra la cuantificacién del ARNm de HO-1 mediante qRT-PCR.
Los resultados se normalizaron a GAPDH y se expresaron de acuerdo al método 2-AACt
utilizando como calibrador el nivel de ARNm obtenido de células MIO-M1 controles (vehiculo).
Los datos se presentan como la media + SEM y fueron analizados mediante ANOVA de una via
seguido de la prueba posterior de comparacién multiple de Tukey. ns, no significativo, **p <
0,01, **** p < 0,0001. Se muestran los resultados de al menos tres experimentos
independientes.

1IL.IV. NO2-OA previene el incremento de ERO inducido por LPS o PMA en CGM

Trabajos previos han demostrado que tanto el estrés oxidativo como la inflamacién
estan involucrados en las alteraciones vasculares y la degeneracidn neuronal presentes
en las RP, aunque no se conozca exactamente si uno es consecuencia del otro o quién
es el que inicia con las alteraciones (28, 38, 42). Dado que la acumulacién de ERO
promueve modificaciones deletéreas en proteinas, lipidos y ADN que inducen dafio,
estrés o muerte celular, a continuacion, examinamos el efecto del NO,-OA sobre las
células retinales expuestas a estrés oxidativo. Para ello, células MIO-M1 fueron pre-
incubadas con 5 uM de NO;-OA durante 6 hs y luego tratadas con PMA o LPS por 30 min
para estimular la activacion celular y la generacién de ERO, es importante destacar que
estos estimulos también inducen vias inflamatorias, pero a los 30 min no afectaria a las
mismas. Mediante citometria de flujo se determinaron los niveles de ERO utilizando la
sonda 2',7'-diclorofluoresceina diacetato (DCF-DA). Como se puede observar en la
Figura 4 A y B, la media geométrica de la intensidad de fluorescencia aumentd
significativamente para las células tratadas con PMA y LPS en comparacion con las
células control, es decir, hay un incremento de las ERO (p< 0,001). Sin embargo, el
tratamiento con NO,-OA evitd el aumento inducido por ambos estimulos (LPS o PMA)
(p>0,05) (Figura 4 Ay B). Estos resultados sugieren el papel protector del NO,-OA frente
al estrés oxidativo inducido por diferentes estimulos en las CGM.
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Figura 4. Efecto de NO,-OA sobre los niveles de ERO inducidos por LPS o PMA en células MIO-
M1. A y B) Histograma representativo de la intensidad de fluorescencia de la sonda DCF-DA.
Células MIO-M1 fueron tratadas con 5 uM de NO,-OA durante 6 hs y luego estimuladas con LPS
o PMA por 30 min. Los niveles de ERO fueron determinados por citometria de flujo usando la
sonda DCF-DA. Grafico de la media geométrica de intensidad de fluorescencia de CGM con la
sonda DCF-DA, en cada condicién estudiada. Los datos estdn presentados como la media + SEM
y analizados estadisticamente mediante ANOVA a una via seguidos por el post test de Tukey. ns
no significativo, *** p < 0.001. Se muestran los resultados de al menos tres experimentos
independientes.

1lI.V. NOz-OA revierte el estrés glial inducido por a>-Macroglobulina en CGM

Ha sido demostrado que durante el desarrollo de la RP se producen alteraciones en la
permeabilidad de la barrera hematorretiniana interna que permite la extravasacion de
proteinas plasmadticas como az-Macroglobulina (a;M) (167). En nuestro laboratorio
previamente se demostré que a;M induce gliosis tanto in vitro como in vivo en CGM, lo
cual se evidencio por el aumento de GFAP (102). Con el propdsito de evaluar si el NO3-
OA podria prevenir estrés glial, células MIO-M1 fueron pre-incubadas en presencia o
ausencia de 5 uM de NO-OA durante 30 min y luego tratadas con 60 nM de a;M* a
diferentes tiempos (2, 4 y 6 hs). La concentracién seleccionada de a;M representa la
concentracion de proteina encontrada en el humor vitreo de pacientes con RP (101).
Mediante ensayos de Western blot, se midieron los niveles de expresion de las proteinas
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GFAP y vimentina, otra proteina constituyente de filamentos intermedios. Como control
positivo del tratamiento con NO,-OA, se evalud la expresion de HO-1. Como puede
observarse en la Figura 5 A, a;M* aumento significativamente la expresidon de GFAP,
vimentina y HO-1. El andlisis cuantitativo (Figura 5 B) mostré que la expresién de GFAP
incremento a las 2 hs de incubacidon, manteniéndose este incrementd hasta las 6 hs de
estimulacion con aoM*. Ademas, la expresion de vimentina alcanzé un maximo a las 2
hs y persistié en el tiempo hasta las 6 hs de incubacién con a;M* respecto al control. En
el ensayo, también se observd un incremento significativo en la expresion de HO-1
después de 4 hs, manteniéndose hasta las 6 hs de estimulacién con a;M*. Por otro lado,
cuando se pre-trataron las células MIO-M1 con 5 uM de NO,-OA previo al estimulo con
oxM*, observamos que los niveles de expresion de GFAP y vimentina decaen
rapidamente a niveles del control a las 6 hs (p>0,05). Sin embargo, el pre-tratamiento
con el NO2-OA no impidié el aumento de los marcadores de gliosis alas 2 y 4 hs. Ademas,
en concordancia con resultados previamente mostrados NO;-OA indujo la expresién de
HO-1 de manera dependiente del tiempo (Figura 2 A). Este incremento podria ser el
responsable de prevenir la gliosis. En resumen, estos datos indican que a;M* induce
gliosis en CGM y que el pre-tratamiento con NO;-OA previene el incremento en los
niveles de expresion de GFAP y vimentina.
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Figura 5. Efecto de NO,-OA sobre el estrés glial inducido por a,;M* en células MIO-M1. A)
Ensayo de Western blot de lisados de células MIO-M1 tratadas en presencia o ausencia de 5uM
de NO,-OA por 30 min previo al estimulo con a,M* por 2, 4 y 6 hs fueron revelados empleando
anticuerpos anti Vimentina, GFAP y HO-1. B) Cuantificacidn por densitometria de los niveles de
Vimentina, GFAP y HO-1 normalizados a -actina. Los datos estan presentados como la media +
SEM y fueron analizados mediante ANOVA a una via seguidos por el post test de Tukey. ns, no
significativo **p <0.01, *** p <0.001. Se muestran los resultados de al menos tres experimentos
independientes.

1I1.VI. NOz-OA previene el incremento de ERO inducido por azM en CGM

Dado que a;M* incrementa la expresion de la proteina antioxidante HO-1, evaluamos si
ozM* aumenta los niveles de ERO y de esta manera induce la gliosis en las CGM. Para
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ello, células MIO-M1 fueron incubadas con a;M* (60nM) a los mismos tiempos
descriptos en el experimento anterior (2, 4 y 6 hs) y los niveles de ERO medidos usando
la sonda DCF-DA por citometria de flujo (Figura 6 A). El andlisis cuantitativo de la
intensidad de fluorescencia media (media geométrica) mostré que a:M* aumentd
significativamente los niveles de ERO de manera tiempo dependiente. Posteriormente
nos preguntamos si el NO;-OA podria prevenir el incremento en los niveles de ERO
inducidos por a;M*. Para ello, células MIO-M1 fueron pre-tratadas en presencia o
ausencia de 5 uM de NO,-OA durante 30 min y luego incubadas con 60 nM de a;M* a 2,
4y 6 hs. Cuando analizamos las medias geométricas, observamos que el pre-tratamiento
con NO2-OA previno el aumento de los niveles de ERO inducidos por a;M* alas 4y 6 hs
con respecto a los niveles basales del control (Figura 6 B). Ademas, se evalud el efecto,
per se, del NO,-OA sobre los niveles de ERO (Figura 6 C). Del andlisis de la intensidad de
fluorescencia media se puede observar que NO;-OA no afectd significativamente los
niveles de ERO basales de las células MIO-M1 y se podria sugerir que hay una tendencia
a disminuirlas.

Estos hallazgos indican que a;M* tendria un efecto deletéreo sobre las células MIO-M1
aumentando los niveles de ERO y el NO;-OA previene este incremento.
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Figura 6. Efecto de NO,-OA sobre los niveles de ERO inducidas por a.M* en células MIO-M1.
A) Células MI0O-M1 fueron tratadas con a;M* por 2, 4y 6 hs. Los niveles de ERO fueron medidos
por citometria de flujo usando la sonda DCF-DA. Cuantificacién de la intensidad de fluorescencia
media (media geométrica). B) Células MIO-M1 fueron pre-tratadas o no con NO,-OA por 30 min
previo al estimulo con a;M* por 2, 4 y 6 hs. Los niveles de ERO fueron medidos con el ensayo
DCF-DA. C) Células MIO-M1 fueron tratadas con NO,-OA por 2, 4 y 6 hs. Los niveles de ERO
fueron medidos con la sonda DCF-DA. A, B y C) Histograma representativo de la intensidad de
fluorescencia de la sonda DCF-DA (FITC) y graficos representando la media geométrica en cada
condicidn estudiada. Los datos estdn presentados como la media + SEM y fueron analizados
mediante ANOVA a una via seguidos por el post-test de Tukey. ns no significativo, **p < 0.01,
*** p < 0.001. Se muestran los resultados de al menos tres experimentos independientes.

111.VIl. NO2-OA reduce la expresion de VEGF-A bajo condiciones de hipoxia y
proinflamatorias en CGM

Dado que las CGM son las principales moduladoras del proceso angiogénico al
incrementar la secrecién de factores proangiogénicos, como VEGF en las RP (29, 36, 37,
168) a continuacién, nos propusimos evaluar la capacidad del NO,-OA de modular los
niveles de VEGF en las CGM. Con el fin de reproducir las condiciones hipdxicas y
proinflamatorias de las RP, células MIO-M1 fueron incubadas en normoxia (21 % de O3)
o hipoxia (1 % de 02) y 20 ng/ml de IL-1B en presencia o ausencia de 5 uM de NO,-OA
durante 24 hs. La expresidn transcripcional de VEGF-A fue determinada por qRT-PCR
(Figura 7). El analisis cuantitativo en condiciones de normoxia revelé que mientras el
NO,-OA, per se, no afectd la expresion génica de VEGF-A, la estimulaciéon con IL-1B
indujo un ligero aumento. Por otro lado, en condiciones de hipoxia se observé un
aumento significativo en los niveles del transcripto de VEGF-A y el tratamiento con NO3-
OA no fue capaz de modular este aumento. Sorprendentemente, bajo condiciones de
hipoxia y estimulos proinflamatorios (IL1-B), el aumento en la expresion de VEGF-A fue
mayor que el observado solo con hipoxia y el NO,-OA redujo significativamente este
aumento (hipoxia + IL1- B + NO2-0A). Por lo tanto, en este ensayo demostramos que el
tratamiento con NO2-OA no afecté la expresion del ARNm de VEGF-A en hipoxia, pero
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en condiciones de hipoxia y proinflamatorias (presentes en RP), el NO,-OA redujo
significativamente los niveles de ARNm de VEGF-A en CGM.
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Figura 7. Efecto de NO,-OA sobre la expresion de ARNm de VEGF-A bajo condiciones hipoxicas
y proinflamatorias en células MIO-M1. El ARNm de VEGF-A se cuantific6 mediante qRT-PCR en
células MIO-M1 tratadas con o sin 5 uM de NO»-OA y 20 ng/ml de IL-1B, bajo condiciones de
normoxia o hipoxia durante 24 hs. Los resultados se normalizaron a GAPDH y se expresaron de
acuerdo al método 2-AACt utilizando como calibrador el nivel de ARNm obtenido del control
normoxia. Los datos se presentan como la media £+ SEM y fueron analizados mediante ANOVA a
una via seguidos por el post test de comparacién multiple de Tukey. *p < 0,05, **p < 0.01, ***
p < 0.001, **** p < 0,0001. Se muestran los resultados de al menos tres experimentos
independientes.

1I.VIIl. NO2-OA modula la angiogénesis in vitro mediante la activacion de la via
antioxidante Keap1-Nrf2

Las células endoteliales tienen un papel clave en el proceso de NV en las RP (36), por lo

que evaluamos si el tratamiento con el NO»-OA podria tener un impacto directo en la

tubulogénesis. Para ello, células BAEC fueron sembradas en Matrigel y tratadas con

vehiculo (DMSO) o 5 uM de NO,-OA con el agregado de VEGF (10ng/ml). Como control

de inhibicidon de la tubulogénesis se utilizé 30 UM de suramina sddica. A través del
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analisis morfolégico de los tubulos por microscopia de contraste de fases pudimos
observar, una reduccion significativa de la tubulogénesis en las células incubadas con 5
UM de NO2-OA en comparacion con las células control (vehiculo) con el agregado de
VEGF (Figura 8 A). El andlisis cuantitativo mostré que el NO;-OA disminuyé
significativamente el nUmero de poligonos, el nUmero de nodos y la longitud total de los
tubulos en las condiciones evaluadas (Figura 8 B). Esos cambios no fueron observados
con el vehiculo. En concordancia con estos hallazgos, el NO2-OA mostré un aumento
significativo en el porcentaje de inhibicidn de la tubulogénesis respecto al vehiculo en
las células BAEC (Figura 8 C). Para evaluar si el efecto antiangiogénico del NO»-OA era
mediado por la activacion de la via antioxidante Keap1-Nrf2, utilizamos trigonelina. El
analisis cuantitativo mostré que 1 uM de trigonelina restauré el nimero de poligonos,
el nimero de nodos y la longitud total de los tubos a los niveles del control (Figura 8 B).
En resumen, estos resultados sugieren un efecto antiangiogénico beneficioso del NO;-
OA en patologias como las RP, donde hay un incremento descontrolado de factores
proangiogénicos como VEGF que produce una angiogénesis alterada y no funcional (NV
prerretiniana).
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Figura 8. Efecto de NO,-OA en el ensayo de formacion de tubulos en células BAEC. A) Imagenes
de contraste de fases representativas del ensayo de tubulogénesis. Se colocaron células BAEC
(=1,5 x 10* células) en una placa de 96 pocillos previamente recubierta con 30 pl de matrigel y
se incubaron durante 18 hs en presencia o ausencia de 5 UM de NO,-OA o 5uM de NO,-OA +
trigonelina con la adicién de VEGF (10 ng/ml). Se usé 30 uM de suramina sédica como control
de inhibicidn de tubulogénesis. Se realizaron simultdneamente controles con y sin vehiculo. B)

44|Pagina



Cuantificacidn del nimero de poligonos, nimero de nodos y la longitud total de los segmentos
en las condiciones evaluadas utilizando el Software Image J Fiiji Angiogenesis Analyser. C) Se
cuantificaron las estructuras tubulares y se calcularon los porcentajes de inhibicidn (1%) 1% = [1-
(Tratamiento de longitud total del tubo/Control de longitud total del tubo)] x 100. Los datos se
presentan como media + SEM y fueron analizados mediante ANOVA a una via seguidos por el
post test de comparacidon multiple de Tukey. ns no significativo, **p < 0.01, *** p < 0.001, ****
p <0,0001. Se muestran los resultados de al menos tres experimentos independientes realizados
por triplicado.

Para demostrar que este efecto del NO,-OA sobre la tubulogénesis no fue mediado por
muerte celular de las células BAEC, decidimos evaluar la viabilidad celular mediante un
ensayo de MTT. Para ello, células BAEC fueron expuestas a concentraciones crecientes
de NO»-OA (0,39 a 50,0 uM) durante 24 hs. Como podemos observar en la Figura 9,
concentraciones de 12,5 uM de NO,-OA vy superiores afectan significativamente la
viabilidad de las células BAEC, mientras que concentraciones menores la preservan
respecto al control. Estos resultados, en su conjunto, sugieren que el NO,-OA modula
eventos vasoproliferativos retinales mediante la activacion de la via antioxidante Keap1-
Nrf2.

150+
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Figura 9. Efecto de 0,39 a 50,0 UM de NO,-OA sobre la viabilidad de las células BAEC luego de
24 hs de tratamiento. Los graficos de cuantificacién indican el porcentaje de células viables
respecto al control. Los datos se presentan como la media £ SEM y fueron analizados mediante
ANOVA a una via seguido de la prueba posterior de Dunnett. **p < 0.01, **** p < 0,0001. Se
muestran los resultados de al menos tres experimentos independientes realizados por
triplicado.
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CONCLUSIONES DEL MODELO “IN VITRO”:

En esta etapa de la tesis demostramos que el NO;-OA sobre las CGM:

AN NEANEAN

<

No afecta la viabilidad celular en los tiempos y concentraciones evaluadas;
Induce la expresidn proteica y transcripcional de HO-1;

Activa la via de sefalizacidon antioxidante Keap1-Nrf2;

Previene el aumento de los niveles de ERO inducidos por los estimulos de LPS o
PMA;

Reduce la gliosis inducida por aoM*;

Previene el aumento de ERO inducido por coM*;

Atenua el incremento en la expresion transcripcional de VEGF-A inducido por
condiciones proinflamatorias (IL1-B) e hipoxia;

Inhibe la formacidn de estructuras tubulares tridimensionales, a través de la via
Keap-Nrf2, en células endoteliales estimuladas con VEGF.

46|Pagina



IV. Resultados

Modelo “in vivo”

47|Pagina



IV.I. NOz-OA induce la expresion transcripcional de NQO1 y SOD1 en retina de
ratones wild type C57BL/6

Dado que en el modelo in vitro demostramos que la activacion de la via antioxidante
Keap1-Nrf2 inducida por el NO»-OA fue beneficiosa para las CGM, el objetivo de esta
primera etapa experimental en un modelo animal, fue evaluar el efecto del NO,-OA en
la retina luego de la administracion intraocular (i.0.). Con este propésito, la activacién
de genes downstream o aguas abajo de Nrf2 fueron medido por gRT-PCR. Para ello,
ratones C57BL/6 wild type adultos fueron inyectados i.o. con una solucién conteniendo
50 o 10 uM de NO;-OA o vehiculo, y fueron sacrificados 6 hs post-inyeccién. Las
concentraciones de NO;-OA fueron elegidas en funcién de los resultados in vitro antes
expuestos, dado que la mejor respuesta de las CGM se observé con 5 uM de NO»-OA, y
teniendo en cuenta que la dilucion en la cavidad vitrea es 1:10, elegimos inyectar 1 pl
de la solucién conteniendo 50 uM o 10 uM de NO»-OA. Los resultados mostrados en la
Figura 10 A, indican que la concentracion de 50 puM de NO;-OA incrementd
significativamente la expresidén transcripcional de la enzima antioxidante NQO1,
mientras que no se observaron cambios con 10 uM respecto al control (vehiculo). A
partir de estos resultados en ratones adultos y con el objetivo de evaluar a posteriori el
efecto de NO,-OA en el modelo de OIR, ratones C57BL/6 wild type en el dia post-natal
12 (P12) fueron inyectados i.0. con 50 uM de NO,-OA o i.p. 15 mg/Kg de NO»-OA y los
respectivos grupos control inyectados con vehiculo. En estos animales también se
evalud la expresion de las enzimas antioxidantes SOD1 y NQO1 mediante gqRT-PCR.
Interesantemente, la administracion del NO;-OA por ambas vias incrementé
significativamente la expresidn transcripcional de las enzimas antioxidantes NQO1 vy
SOD1 respecto al control inyectado con vehiculo (Figura 10 B). Por lo tanto, estos
resultados sugieren que el NO;-OA induce la expresion transcripcional de enzimas
antioxidantes como NQO1 y SOD1 en retinas de ratones wild type.
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Figura 10. Efecto de la administracidn i.o. o i.p. de dosis tinica de NO,-OA sobre la expresion
de NQO1 y SOD1 en retinas de ratones. A) La expresion transcripcional de NQO1 se cuantificd
mediante qRT-PCR en retinas neurosensoriales de ratones C57BL/6 wild type adultos después
de 6 hs de la inyeccién i.o. de 10 uM o 50 uM de NO,-OA o vehiculo. B) El ARNm de NQO1 y
SOD1 se cuantificd mediante gRT-PCR en retinas neurosensoriales de ratones P12 después de 6
hs de la inyeccion i.o. o i.p. con NO,-OA o vehiculo (control). A y B) Los resultados se
normalizaron a GAPDH y se expresaron de acuerdo al método 2-AACt usando como calibrador
el nivel de ARNm obtenido de retinas de ratones adultos o P12 inyectados con vehiculo. Los
datos se presentan como media + SEM y fueron analizados mediante ANOVA a una via seguidos
por el post test de comparacion mdltiple de Dunett. Se utilizaron 3 retinas/ratones por
condicién. *p < 0,05, **p < 0,01, *** p < 0,001, ****p < 0,0001.

IV.1I. Efecto de NO»-OA sobre la funcionalidad y la estructura retinal en ratones
adultos

Luego de evaluar la actividad biolégica de NO2-OA en retinas de ratones C57BL/6 wild
type por periodos cortos de tiempo (6 hs), decidimos analizar la citotoxicidad de la
administracion de NO,-OA o el vehiculo a tiempos mas prolongados. Con este propdsito,
animales C57BL/6 wild type adultos fueron inyectados via i.0. con 1 pl de una solucién
50 uM de NO-OA, vehiculo o PBS (control) en el dia PO (dia de inicio del experimento
de citotoxicidad in vivo). Luego, los animales fueron inyectados de forma i.p. con 15
mg/kg de NO,-OA, vehiculo o PBS (control) cada dos dias (dosis de refuerzo los dias P2,
P5, P8, P11 y P14). Con este propdsito, el esquema de inyeccion propuesto inicia a PO
con lai.o. y luego se realizan inyecciones i.p. de refuerzo, cada 2 dias, con el objetivo de
mantener niveles de NO;-OA circulante (Figura 11 A). Para evaluar la citotoxicidad de
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NO2-OA y el vehiculo, se realizaron estudios electrofisiolégicos conocidos como
electrorretinograma escotdpico, ERG, en los dias P3, P7 y P15, y analisis histolégico
ocular (tincion de hematoxilina y eosina en criocortes de retina a P15). Los resultados
del ERG no mostraron diferencias significativas en la amplitud de la ondaaylaondab
en ratones inyectados con NO,-OA o vehiculo en comparacién con el control (PBS) en
los dias P3, P7 y P15 (Figura 11 By C). Ademas, los tiempos de latencia de las ondas a 'y
b mostraron un patrén similar al del control (PBS) (Figura 11 D y E). Luego de sacrificar
a los animales en el dia P15, el analisis de las secciones histolégicas oculares no reveld
diferencias estadisticas en cuanto al espesor de la retina de los ratones tratados con el
NO-OA o vehiculo respecto al grupo control (PBS) (Figura 12 A y B). Estos resultados
indican que la funcionalidad e histologia retinal no se vieron afectadas después de la
administracion de NO2-OA o vehiculo a la dosis y tiempo evaluados.
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Figura 11. Efecto de la administracion de NO»-OA o vehiculo sobre la funcionalidad retinal en
ratones C57BL/6 adultos. A) Esquema de administracion y ERG para evaluar la citotoxicidad in
vivo de NO,-OA o vehiculo en retinas de ratones adultos. Las amplitudes (B y C) y latencias (D y
E) de las ondas a y b del ERG escotdpico se registraron en P3, P7 y P15 después de una sola
inyeccion i.o. de 1 ul de PBS, vehiculo o NO,-OA (50 uM) e i.p. en P2, P5, P8, P11y P14 con PBS,
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vehiculo o NO»-OA (15mg/Kg) en ratones adultos. Los datos muestran el promedio de respuestas
en ambos ojos, en cuatro ratones por condicién. Los datos se presentan como la media £ SEM.
Los datos se analizaron mediante ANOVA unidireccional seguido de la prueba posterior de
Dunett. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las condiciones
evaluadas.
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Figura 12. Efecto de la administracion de NO»-OA o vehiculo sobre la estructura y el espesor
de la retina. A) Secciones histoldgicas representativas de tincion de H&Eo de la retina en el dia
P15. B) El gréfico representa el espesor retinal (um) a P15, en cuatro ratones por condicién. Los
datos se presentan como la media * SEM. Los datos se analizaron mediante ANOVA
unidireccional seguido de la prueba posterior de Dunett. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en las condiciones evaluadas.

IV.1Il. Modelo de Retinopatia inducida por oxigeno (OIR)

La retinopatia experimental inducida por oxigeno (OIR) en ratones, es un modelo
ampliamente validado de ROP y de la fase proliferativa de la RD y, por lo tanto,
constituye una poderosa herramienta para elucidar los mecanismos involucrados y
desarrollar nuevas estrategias terapéuticas (169). Brevemente, el modelo de OIR
consiste en exponer ratones neonatos (P7) junto a su madre a altos niveles de oxigeno
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(75% 0O, fase de hiperoxia) durante 5 dias (P12), fase en la que se observa la pérdida de
vasos retinianos inmaduros y el cese del crecimiento vascular retinal normal, lo que
produce VO generando un area avascular central alrededor del nervio éptico. Luego los
animales vuelven a ser colocados en aire ambiental (RA, por room air), la retina avascular
central se vuelve hipdxica, lo que desencadena tanto la regeneracion de vasos normales
como la NV prerretiniana, la cual alcanza un maximo en el dia P17. Poco después, la NV
comienza a retrocedery en P26 casi no quedan areas o zonas visibles de VO ni NV (Figura
13) (169, 170).

Previamente en nuestro laboratorio demostramos en el modelo de OIR, que ademas de
la VO y NV retinal, se observa un incremento significativo en el flujo autofagico, dafio
neuronal por apoptosis de células ganglionares, bipolares, amacrinas y fotorreceptores,
activacion glial con aumento de GFAP y pérdida de la funcionalidad retinal (disfunciéon
en el ERG), como aspectos claves de las retinopatias (29, 30, 171). Sin embargo, entre
los mecanismos etiopatogénicos, también convergen componentes inflamatorios, dafio
oxidativo, y aumento en la produccién de ERN, entre otros. En este sentido, niveles
elevados de ERO causan citotoxicidad o inducen apoptosis por lo que varios estudios
han sido realizados con el fin de reducir sus niveles en las retinopatias. Sin embargo, una
estrategia menos explorada en retina es la modulacién de factores de transcripcién
involucrados en la defensa antioxidante como el sistema Keapl-Nrf2, regulador de
enzimas antioxidantes como HO-1, NQO1, asi como enzimas implicadas en la biosintesis
de glutatidn, tales como cisteina-glutamato ligasa (GCL, por glutamate cysteine ligase) y
glutatién S-transferasas (GST, por glutathione S-transferase).

Por todo lo anteriormente expuesto y con el propdsito de evaluar el efecto de NO,-OA
en los procesos vasoproliferativos y neurodegenerativos de las RP, en esta etapa
experimental decidimos disefiar el esquema de administraciéon expuesto en la Figura 13.
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Figura 13. Modelo murino de OIR con esquema de administracion de NO,-OA. Ratones recién

nacidos junto a su madre lactante se mantienen en aire ambiental desde el nacimiento hasta el
P7 comenzando el desarrollo vascular normal. En el dia P7, son introducidos a una cdmara de
hiperoxia durante 5 dias (75% de oxigeno), lo que inhibe el crecimiento vascular y provoca una
VO central significativa. Los ratones vuelven a aire ambiental a P12 y la retina central avascular
se vuelve hipodxica, provocando un crecimiento de los vasos y una respuesta neovascular
patoldgica. La NV alcanza su maximo en P17. En el dia P26 las alteraciones vasculares se
resuelven espontaneamente en este modelo. Esquema de administracién: NO,-OA (50 uM) o
vehiculo fue administrado i.o. en P12 y dosis i.p. de refuerzo (15 mg/Kg) fueron realizadas a P14,
P17, P20y P23 tanto en animales OIR como en controles aire (ratones RA) de la misma edad. Un
grupo de animales OIR y RA control fue evaluado a P17 y otro a P26. Modificado de Stah/ A. IOVS
2010.

IV.IV. NO2-OA promueve la angiogénesis reparativa en retinas de ratones OIR

Trabajos previos demostraron que animales con ablacién genética de Nrf2 (Nrf27") en el
modelo de OIR, aumentaron significativamente el drea avascular en el dia P17,
acompafado por un incremento considerable en la NV prerretiniana patoldgica en
comparacion con ratones wild type (32, 148, 155). Ademas, se conoce que la activaciéon
de la via Keap1-Nrf2 tiene efectos beneficiosos en el modelo de OIR, disminuyendo el
area avascular y la NV patoldgica en el dia P17 (154, 156, 172). Estos antecedentes junto
con los resultados obtenidos hasta el momento en el modelo in vitro, convierten a NO»-
OA en una interesante herramienta terapéutica para ser aplicada en las retinopatias.
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En funcidén de ello y con el objetivo de evaluar si NO,-OA podria tener un efecto
beneficioso en la VO y la NV patoldgica, animales OIR C57BL/6 fueron inyectados con
NO2-OA o vehiculo siguiendo el esquema de la Figura 13, para ser sacrificados en el dia
P17 (pico de NV). Para evaluar la vasculatura, retinas completas fueron tefiidas con la
lectina Griffonia Simplicifolia Isolectin B4 conjugada con Alexa 488 y montadas en flat-
mount. El tratamiento con el NO>-OA produjo a P17 OIR un aumento de la
revascularizacion de la retina central (angiogénesis reparativa) y una disminucion del
area neovascular en comparacién con los animales OIR controles (vehiculo) (Figura 14
A). El analisis cuantitativo revelé que el area avascular y neovascular se redujo
significativamente respecto al vehiculo (Figura 14 B). Estos resultados muestran que
NO,-OA contribuyd a la angiogénesis reparativa funcional de la retina isquémica.
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Figura 14. Efecto de NO2-OA en la VO y la NV patoldgica en el modelo de OIR. A) Imagenes
representativas de retinas completas a P17 montadas en flat-mount que evidencian la tincion
del endotelio con GSA-IB4 en animales OIR inyectados con vehiculo o NO,-OA. Magnificacién del
borde del drea avascular, donde se forman los neovasos. B) El porcentaje de VO (%) se cuantificd
como la relaciéon entre el area avascular central y el area total de la retina y el porcentaje de NV
(%) se cuantificd como la relacidn entre el area de NV retinal y el rea total de la retina. Los datos
se presentan como media + SEM y se analizaron mediante prueba t de Student no apareada a
dos colas. **p < 0,01, *** p < 0,001. Se utilizaron 4 retinas/raton por condicion.

IV.V. NO2-OA mantiene la expresion de VEGF-A inducido por la hipoxia a P17 OIR

La pérdida de la vision en las RP es causada por un deterioro vasoproliferativo
progresivo. La isquemia retinal, una de las consecuencias centrales de esta disfuncién,
estimula la secrecion de varios factores de crecimiento, principalmente VEGF, el cual es
un mediador importante de la permeabilidad vascular y de la NV patolégica en el ojo
(29, 173, 174), que conducen a la pérdida parcial o total de la visiéon. Por otro lado, la
evidencia publicada sugiere que la sefializacién regulada por estrés oxidativo puede
causar caracteristicas patoldgicas independientes o en asociacidn con la seializacién de
VEGF en las retinopatias (175, 176). Dado que demostramos que el tratamiento con NO;-
OA redujo el area avascular y neovascular en el modelo murino de OIR, a continuacion,
decidimos evaluar si este efecto es mediado por la regulacién en los niveles de VEGF.
Para ello, animales OIR y RA (room air), inyectados con NO;-OA o vehiculo, fueron
sacrificados en el dia P17 y los niveles de VEGF en extracto de retina completa fueron
medidos por gRT-PCR. El analisis cuantitativo reveld un incremento en los niveles de
expresion transcripcional de VEGF retinal en ratones P17 OIR con respecto a los ratones
RA (Figura 15). Los animales OIR tratados con NO2-OA no lograron modular el
incremento del transcripto de VEGF-A producido por el modelo. Estos resultados
mostraron una alta concordancia con los obtenidos en las células MIO-M1, donde no se
observaron diferencias significativas en condiciones de hipoxia con NO;-OA respecto al
vehiculo (Figura 7), indicando que el NO2-OA no logré modular el incremento de la
expresion génica de VEGF-A inducido por la hipoxia a P17 OIR.
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Figura 15. Efecto de NO,-OA sobre la expresion transcripcional de VEGF-A a P17 OIR. La
expresion del ARNm de VEGF-A se evalué mediante qRT-PCR en retinas neurosensoriales de
ratones P17 RA y OIR inyectados i.0. a P12 con 5uM de NO;,-OA o vehiculo e i.p. a P14 con 15
mg/Kg del NO»-OA o vehiculo. Los resultados se normalizaron a GAPDH y se expresaron de
acuerdo al método 2-AACt utilizando como calibrador el nivel de ARNm obtenido de retinas de
ratones P17 RA inyectados con vehiculo. Los datos se presentan como media + SEM y se
analizaron mediante ANOVA de dos vias seguido de la prueba posterior de Bonferroni. ns, no
significativo, **** p < 0,0001. Se utilizaron 4 retinas/ratones por condicién analizada.

IV.VI. NO2-OA previene la gliosis inducida en retinas a P17 OIR

Se ha descripto que la activacién glial como respuesta inicial a una injuria o noxa es
protectora para el tejido retinal, pero si se vuelve persistente (gliosis) se considera un
signo de mal prondstico, ya que las CGM dejan de cumplir sus funciones bioldgicas
necesarias para la sobrevida de las neuronas y ademds secretan citoquinas vy
quimiocinas, que contribuyen al entorno proinflamatorio del tejido retinal (29, 30, 177—-
180). En trabajos previos de nuestro grupo se ha demostrado que las retinas de ratones
P17 OIR ademas de mostrar los cambios en el perfil neovascular también exhibieron
lesiones neuro-gliales, asi como pérdida de la funcionalidad retiniana (29, 30). Dado que
en el modelo in vitro demostramos que el NO,-OA es capaz de prevenir la gliosis en CGM,
decidimos analizar si el tratamiento con NO,-OA in vivo podria mejorar la gliosis
producida a P17 OIR. Con este propésito, los niveles de expresién proteica de GFAP
fueron analizados por Western blot en extractos de retina completa de animales RA y
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OIR inyectados con el NO2-OA o vehiculo. El tratamiento con NO2-OA no modificd los
niveles de GFAP en animales RA respecto al control inyectado con vehiculo (Figura 16
A). Como se describido anteriormente, el andlisis cuantitativo revelé un incremento
significativo en los niveles de GFAP a P17 OIR respecto a los controles RA (Figura 16 B).
Asi como en el modelo in vitro, el tratamiento con el NO;-OA disminuyd
significativamente los niveles de GFAP respecto al control OIR (vehiculo) (Figura 16 Ay
B). Con esto podemos concluir que el NO»-OA previno la gliosis producida por el modelo
a P17 OIR. Al mismo tiempo, evaluamos la capacidad glial para prevenir Ia
excitotoxicidad por exceso de glutamato en la retina, analizando la expresion de la
proteina GS (Figura 16 A). El analisis cuantitativo indicé una disminucidn significativa de
GS en las retinas OIR que no fue modulada por el tratamiento con NO,-OA respecto a
los controles RA (Figura 16 B). En resumen, el tratamiento con NO;-OA previene la gliosis
producida por el modelo de OIR, aunque no modula el descenso en los niveles de GS
producido a P17 en el modelo OIR.
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Figura 16. Efecto del tratamiento con NO,-OA en el modelo murino OIR a P17. A) Ensayo de
Western blot de extractos de retina neural completa de ratones P17 RA y OIR inyectados con el
NO-OA o vehiculo y revelados empleando anticuerpos anti GFAP y GS. B) Cuantificacion por
densitometria de los niveles de GFAP y GS y normalizados a B-actina. Los datos se presentan
como media £ SEM y se analizaron mediante ANOVA de dos vias seguido de la prueba posterior
de Bonferroni. ns, no significativo, *p < 0,05, *** p < 0,001, **** p < 0,0001. Se utilizaron 4
retinas/ratones por condicion.
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IV.VII. NOz-OA evita la pérdida funcional de la retina a P26 OIR

En las RP, los cambios vasculares no sélo producen areas avasculares hipdxicas, sino que
originan aumento de permeabilidad vascular, lo que conduce a la disfuncién y muerte
neuronal (29, 30, 171, 181). Con el propdsito de evaluar si el NO-OA es capaz de
prevenir la pérdida en la funcionalidad retinal observada en el modelo de OIR, se
realizaron estudios de ERG en ambos grupos (vehiculo y NO,-OA) y en ambas
condiciones (RA y OIR) a P17 (Figura 17 A) y P26 (Figura 17 B). Para ello, la intensidad
(amplitud) y la velocidad (latencia) de la respuesta neuronal (onda-a y -b) tras estimulos
luminosos fue registrada en las condiciones antes descriptas. Cabe mencionar que, en
el ERG escotdpico, la onda-a inicial es causada por corrientes idnicas extracelulares
generadas por fotorreceptores durante la fototransduccién mientras que la onda-b
corresponde a la actividad de las células de la capa nuclear interna de la retina
(principalmente, células bipolares). Como se esperaba, el modelo de OIR no modifico la
amplitud de la onda-a a P17 ni a P26. Sin embargo, el tiempo de latencia de la onda-a
fue significativamente incrementada en ratones OIR control respecto a los controles RA
a P17, condicion que fue revertida a P26 donde no se observan diferencias en los
tiempos de latencia de la onda-a (Figura 17 A y B). La amplitud de la onda-b se redujo
significativamente en ratones OIR control en comparacién con los ratones RA tanto a
P17 como a P26. En los animales tratados con NO;-OA se puede observar una tendencia
a recuperar la amplitud de la onda-b a P17 que se hace significativa a P26. No se
observaron diferencias en el tiempo de latencia de la onda-b a P17 en todas las
condiciones analizadas. Por otro lado, se observé un incremento significativo en el
tiempo de latencia de la onda-b en animales OIR inyectados con vehiculo a P26 respecto
a los controles RA, el cual fue prevenido por el tratamiento con NO,-OA en ratones OIR
(Figura 17 Ay B). Estos resultados nos permitirian concluir que NO,-OA administrado in
vivo previene la pérdida de la funcionalidad retinal a P26 en el modelo murino OIR.
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Figura 17. Efecto del NO,-OA sobre la funcionalidad retinal en el modelo murino de OIR. Las
amplitudes y latencias de las ondas-a y -b del ERG escotdpico se registraron a P17 (A) y a P26 (B)
después de una Unica inyeccion i.o. de 1 pl de vehiculo o NO,-OA (50 uM) a P12 ei.p. a P14, P17,
P20 y P23 con vehiculo o NO,-OA (15 mg/Kg) en ratones OIR y RA. Los datos muestran el
promedio de respuestas en ambos 0jos, en siete ratones por condicidn. Los datos se presentan
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como media + SEM y se analizaron mediante ANOVA de dos vias seguido de la prueba posterior
de Bonferroni. ns, no significativo, *p < 0,05, **p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001.

IV.VIII. NO2-OA impide la disminucion en la expresion de caspase-3 total en retinas de
ratones P26 OIR

Dado que el NO,-OA tiene un efecto protector sobre la disfuncion retinal producida, es
decir, los resultados del ERG escotdpico pueden indicar la proteccién de la
neurodegeneracion producida por el modelo de OIR, decidimos explorar los niveles de
caspasa-3 total como marcador de muerte celular. Para ello, animales RA y OIR
inyectados con vehiculo o NO;-OA fueron sacrificados a P26, y los niveles proteicos de
caspasa-3 total en extractos de retina completa fueron medidos por ensayos de Western
blot (Figura 18 A). En animales P26 OIR control se observé una disminucién significativa
de la caspasa-3 total, lo que podria indicar la escisidon de caspasa-3 hacia su forma activa.
Esta disminucion fue prevenida por el tratamiento con NO2-OA en animales P26 OIR
(Figura 18 B).
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Figura 18. Impacto del tratamiento con el NO,-OA sobre la neurodegeneracion retinal en el
modelo murino de OIR P26. A) Ensayo de Western blot representativo de extractos de retina
neural completa de ratones P26 RA y OIR tratados o no con el NO,-OA y analizados empleando
anticuerpos anti caspasa-3 total. B) Cuantificacion por densitometria de los niveles de Caspasa-
3y normalizados a tubulina. Los datos se presentan como media + SEM y se analizaron mediante
ANOVA unidireccional seguido de la prueba posterior de Tukey. ns, no significativo, **p < 0,01,
*** p < 0,001, **** p < 0,0001. Se utilizaron 5 retinas/ratones por condicion.

Finalmente, estos resultados refuerzan las observaciones del modelo experimental in
vitro proponiendo al NO,-OA como posible alternativa terapéutica para el tratamiento
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de RP debido al marcado efecto protector exhibido sobre el componente vascular y no
vascular retinal en el modelo de OIR.
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CONCLUSIONES DEL MODELO “IN VIVO”

En esta etapa de la tesis demostramos que la administracion de NO-OA:

v Induce la expresion de genes antioxidantes en la retina del ratén adulto, asi como
en ratones en el dia P12;

v' Preserva la funcionalidad (ERG escotdpico) y mantiene la estructura retinal
(tincion con H&Eo) en ratones adultos;

v' Promueve la angiogénesis reparativa, disminuyendo el drea avascular central
(VO) y la NV patoldgica a P17 OIR;

v’ Evita la gliosis, pero no revierte la disminucién de GS producida a P17 OIR;

v' Impide la disminucidon de la amplitud, asi como también el incremento de la
latencia de la onda-b.

v Previene la disminucidn en los niveles de caspasa-3 total en ratones P26 OIR.
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V. DISCUSION



V.l Conclusiones del modelo “in vitro”

Las enfermedades neurodegenerativas son en la actualidad, uno de los grandes desafios
de la investigacidén bdsica y clinica. A nivel retinal, varias patologias que cursan con
neurodegeneraciéon como el glaucoma, las retinopatias proliferativas (ROP y RDP), la
degeneracion macular asociada a la edad y la Retinitis Pigmentosa no cuentan hasta el
momento con cura o tratamiento efectivo (10, 182, 183). En particular, mientras la ROP
estd asociada a cambios en los niveles de O siendo la principal causa de ceguera en la
poblacion infantil (28), la RD obedece a un desequilibrio metabdlico que afecta a adultos
en edad laboral (28, 183). Seguin la Organizacién Panamericana de la Salud/Organizacion
Mundial de la Salud (OPS/OMS) la ROP es causante del 35% (2.500 nifios) de los casos
de discapacidad visual en niflos menores de 15 afios en Argentina. En cuanto a la DM,
segln la Encuesta Nacional de Factores de Riesgo 2018, esta enfermedad alcanza al 12.7
% de la poblacion. Una de las complicaciones mas serias de la Diabetes es la retinopatia
originando pérdida de visidn y ceguera irreversible en quienes la padecen. Una altisima
proporcién de los pacientes con DM tipo 1 (90 %) y con DM tipo 2 (60 %) presentaran
alguna forma de retinopatia durante la primera década de la enfermedad (184, 185).

Si bien la ceguera en ambas patologias es prevenible, el diagndstico es generalmente
tardio dado que la pérdida de visién no se manifiesta hasta etapas avanzadas. Por lo
cual, las opciones de tratamiento son limitadas y poco eficaces. En relacién a ello, el
tratamiento con laser e inclusive la vitrectomia, han sido utilizados histéricamente en
las retinopatias neovasculares con el objeto de enlentecer la progresién de la
enfermedad hacia la ceguera (10). Evidencias derivadas de modelos experimentales y
estudios clinicos, han proporcionado informacién sobre los mecanismos de lesién
vascular que conducen ala NV, lo cual ha llevado al descubrimiento y la implementacién
de terapias oculares anti-VEGF, establecidas como el pilar del tratamiento actual (186).
Sin embargo, el beneficio clinico conferido por estas terapias es variable y los resultados
estan siendo cuestionados (186). En este sentido, existen muchos pacientes no
respondedores, sugiriendo que prevalecen otros mediadores vasculares importantes
para el desarrollo de la NV ocular. Ademas, la potencial resistencia a la terapia
antiangiogénica debido a factores genéticos aparece como otro parametro importante
que no puede ser pasado por alto (187). En este contexto, resulta crucial la generacién
de nuevos conocimientos que permitan ampliar el espectro de potenciales blancos
terapéuticos, tanto a nivel celular como molecular. Por lo tanto, el desarrollo de nuevas
y eventualmente mejores estrategias debe estar orientado no sélo a eliminar la NV, sino
también a promover la normalizacion de la vasculatura retiniana a fin de rescatar a las
neuronas y células gliales de la muerte por falta de O, y nutrientes.

Tanto los astrocitos como las CGM son esenciales para proveer de barrera
hematorretiniana interna (188). Ademas, las CGM contribuyen a la homeostasis del
tejido retinal a través de muchos mecanismos intracelulares interactuando con
neuronas, astrocitos, microglia y células endoteliales con el fin de modular diferentes
eventos (54). Resultados de recientes investigaciones han centrado su atencién en el
papel de las CGM en las RP, demostrando que estas células muestran diferentes
respuestas de acuerdo con la severidad del dafio y, por lo tanto, desencadenan distintos
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eventos a lo largo del curso de la enfermedad (189, 190). En general, las CGM participan
en procesos de inflamacidn, gliosis, sintesis y secreciéon de factores trdficos y
antioxidantes en las RP, presentando un papel protector / perjudicial segun se trate de
etapas tempranas o tardias de la enfermedad (54).

Es conocido que los NO2-FA activan la via de sefializacion antioxidante Keap1l-Nrf2 e
inhiben la via proinflamatoria NF-kB en varios tipos de células y tejidos, como células
endoteliales (131, 145), macrofagos (146, 191), tejido renal (158-161), cardiaco (117) y
pulmonar (192), entre otros. Ademas, multiples estudios han resaltado la importancia
de la via antioxidante Keap1-Nrf2 y los efectos citoprotectores y antinflamatorios de la
activacion de la misma en el tejido retinal en diferentes retinopatias, incluyendo las RP
(32, 148, 149, 151-154, 156, 157, 193). Entre los NO2-FA, el NO»-OA es uno de los mas
frecuentemente elegidos en los diseinos experimentales debido a su alta estabilidad y a
que se encuentra actualmente en diferentes etapas de ensayos clinicos (Complexa Inc.)
(118-121). Esto otorga una ventaja adicional dado que de aprobarse su uso por la FDA
seria mas simple la ejecucién de ensayos clinicos para segundos usos de este nitrolipido.

Es por ello que en la primera etapa de este trabajo de tesis utilizamos la linea de CGM,
MIO-M1 debido a que estas células son capaces de modular los diferentes eventos que
ocurren en las RP, como el estrés oxidativo, la hipoxia, gliosis, y el aumento de citoquinas
proinflamatorias (por ejemplo, IL-1f3), entre otros.

Con el fin de seleccionar la concentracidon éptima del NO;-OA que no afectara la
viabilidad celular, en primera instancia evaluamos diferentes concentraciones del
nitrolipido por ensayos de MTT. Observamos que, en las concentraciones y tiempos
ensayados, el NO2-OA no indujo toxicidad o muerte celular manteniendo la viabilidad de
las células MIO-M1. Como mencionamos en la Introduccidn, en situaciones de estrés
celular, Nrf2 es activado y transloca al ndcleo, donde se une a la regiéon del ADN
denominada ARE, induciendo la expresién de enzimas detoxificantes como HO-1, entre
otras. Nuestros resultados mostraron que HO-1, incrementé significativa de manera
dependiente de la concentracion del NO,-OA respecto al vehiculo (metanol) tanto a
nivel transcripcional como proteico a las 8 y 16 hs de tratamiento en las células MIO-M1
(Figura 2 y 3). Para corroborar este resultado, a continuacion, utilizamos un inhibidor
farmacoldgico ampliamente estudiado, trigonelina (162—-166). Como previamente
describié Arlt y col. en un ensayo de luciferasa-ARE, la inhibicién de Nrf2 por el
tratamiento con trigonelina es dependiente de la concentracién, mostrando una mayor
inhibicidon entre concentraciones de 0,1 y 1 uM (166). En linea con ello, en nuestro
sistema celular los resultados mostraron que el tratamiento con 1 uM de trigonelina
tuvo mayor efecto inhibitorio sobre la activacién de Nrf2 producida por el NO;-OA, en
comparacion con 25 puM. Interesantemente, debido a que con trigonelina no se
alcanzaron los niveles de expresidn basales de HO-1 observados en los controles, se
podria pensar que el NO,-OA actua de manera dependiente e independiente de Nrf2
sobre la modulacion de HO-1.

Estos resultados indican que el NO»-OA activa la via de sefializacion antioxidante Keap1-
Nrf2 en células humanas retinales MIO-M1.
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Dado que las RP cursan con un aumento de ERO que genera estrés oxidativo (175, 177,
194-196) y que las CGM son en gran parte encargadas de liberar moléculas
antioxidantes (55) con el fin de mantener el balance redox en el tejido retinal, decidimos
evaluar si la activacion de la via Keap1-Nrf2 en las células MIO-M1 le conferia proteccién
contra el estrés oxidativo. Para ello, como inductores de ERO utilizamos LPS y PMA.
Como era de esperar la exposicion de las CGM a estos inductores incremento
significativamente los niveles de ERO, los cuales fueron disminuidos con el pre-
tratamiento del NO;-OA. Esto indica que el incremento en las enzimas antioxidantes
producida por el NO,-OA, fue suficiente para depurar el fuerte incremento de ERO
gatillado por LPS y PMA. Este efecto antioxidante también fue observado en macréfagos
derivados de médula 6sea, aislados de ratones apoE”", los cuales fueron estimulados
con LPS y tratados con el NO,-OA mostrando valores atenuados de superdxido (191).

Uno de los aspectos mds relevantes de las CGM es que son las responsables de modular
la gliosis reactiva en la retina, en patologias como las RP. Es por ello que evaluamos la
respuesta de las células MIO-M1 frente a estimulos que generan gliosis y el efecto del
tratamiento del NO,-OA sobre este proceso. Al respecto, ;M es una glicoproteina
multifuncional que en su forma nativa o activa (a:M*) participa en una amplia variedad
de procesos bioldgicos e interesantemente para este trabajo de tesis ha sido definida
como un mediador de citoxicidad en la retina. Trabajos previos de nuestro grupo,
describieron que a;M*, en concentraciones similares a las encontradas en el humor
vitreo de pacientes con RP (101), induce gliosis tanto in vitro como in vivo en CGM (102).
Mediante ensayos de Western blot observamos que el tratamiento con a;M*
incrementd significativamente la expresidon de las proteinas GFAP y vimentina,
confirmando los resultados previos de nuestro grupo. Ademas, observamos un
incremento en la expresién de HO-1 inducido por a;M*. Este resultado demuestra que
oz2M* es capaz de estimular la expresidon de una proteina antioxidante, como HO-1,
probablemente debido al proceso asociado a la induccidn de gliosis en las células MIO-
M1. Asimismo, el pre-tratamiento con el NO,-OA previene la expresiéon de GFAP vy
vimentina inducida por a;M*. Estos resultados, en su conjunto, sugieren que el efecto
protector del NO,-OA sobre la gliosis inducida por a;M*, es tiempo dependiente para
ejercer una fuerte respuesta antioxidante que conduzca a reducir la expresién de las
proteinas marcadoras de estrés glial (GFAP y vimentina). Intentando dar respuesta a los
mecanismos subyacentes a este fendmeno de disminucién de la gliosis por efecto del
NO2-OA, y considerando que a;M* induce un aumento en la expresion de la proteina
antioxidante, HO-1, posteriormente evaluamos si a;M* podria aumentar los niveles de
ERO y si este aumento era capaz de inducir gliosis en las células MIO-M1. Este
experimento revelo que los niveles de ERO incrementaron significativa y directamente
proporcional al tiempo de estimulo con a;M*, y que el tratamiento con el NO,-OA
disminuyd las ERO a niveles basales. Estos resultados demostraron que existe una
relacion entre los niveles de ERO y la gliosis inducida por a:M*, los cuales son
disminuidos por el NO2-OA. Es por ello que nos proponemos continuar estos estudios
para dar respuesta a estas incdgnitas de gran interés en las RP.
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El concepto de angiogénesis asociada a la inflamacién ha sido propuesto recientemente
y se cree que desempefia un papel fundamental en las retinopatias isquémicas (197). Es
por ello que decidimos indagar la participacién de las CGM bajo condiciones de hipoxia
y proinflamatorias en los eventos vasoproliferativos mediados por VEGF. La IL-13 es una
citoquina proinflamatoria ampliamente involucrada en diferentes enfermedades (198)
y se ha descripto que desempeiia un papel importante en los episodios inflamatorios
que conducen al parto prematuro (199-202) y como secuela a la ROP (203). Ensayos in
vitro han demostrado que IL-18 induce tanto la transcripcién del ARNm de VEGF (204-
206) como el aumento en su vida media (regulacion postranscripcional) por diferentes
mecanismos incluido NF-kB (207). Ademas, conociendo que el NO»-OA tiene efectos
inhibitorios sobre esta via proinflamatoria, decidimos evaluar la expresion del ARNm de
VEGF por ensayos de gRT-PCR en células MIO-M1 tratadas con IL-1B, asi como el efecto
del NO;-OA en condiciones de hipoxia y normoxia. En dichos ensayos observamos, como
era de esperarse, un incremento significativo en los niveles del transcripto de VEGF
inducidos por hipoxia respecto a normoxia. Por otro lado, el NO»-OA no logré modular
los niveles de VEGF inducidos por hipoxia. Asimismo, el estimulo con IL-18 en
condiciones de hipoxia indujo un incremento significativamente mayor al descripto en
condiciones de hipoxia. El tratamiento con el NO,-OA inhibié este incremento producido
por IL-18. De manera similar, en condiciones de normoxia pudimos observar una
tendencia a incrementar los niveles de VEGF por la citoquina IL-18, y el NO2-OA inhibid
este incremento. Los resultados de este abordaje experimental nos sugieren que el NO3-
OA ejerce una modulacién protectora sobre la induccién de VEGF producida por IL-1f3
en las células MIO-M1, probablemente mediante la inhibicidn de la via NF-kB. Es de gran
interés continuar estos estudios a fin de poder demostrar con claridad este mecanismo.

Por otro lado, Wei y col. demostraron que Nrf2 es un regulador critico en las células
endoteliales durante la angiogénesis que acompafia al desarrollo vascular retinal, a
través de la modulacion de VEGF en la célula tip y stalk (157). Ademas, recientemente
Huang y col. publicaron que nattoquinasa inhibe la formacién de tubulos inducida por
VEGF en un ensayo de tubulogénesis, a través de la activacion de Nrf2 (172). Es por ello,
que en esta ultima instancia decidimos evaluar el efecto del NO,-OA en la angiogénesis
in vitro utilizando el ensayo de tubulogénesis descripto en células BAEC. En los ensayos
realizados pudimos observar una disminucidn significativa en la formacién de
estructuras tubulares vasculares luego de la estimulacion con VEGF en presencia del
NO,-OA, mientras que el tratamiento con el inhibidor de Nrf2, trigonelina, revirtié ese
efecto. Por lo cual, de estos ensayos deducimos que el efecto inhibitorio del NO,-OA
sobre la angiogénesis in vitro es via Nrf2-dependiente.

En resumen, nuestros resultados en el modelo in vitro constituyen la primera evidencia
del efecto beneficioso del NO,-OA sobre las CGM encargadas de modular los distintos
eventos que desencadenan las RP, como el estrés oxidativo, la gliosis, hipoxia,
angiogénesis y el incremento de citoquinas proinflamatorias.
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V.1l. Conclusiones del modelo “in vivo”

Habiendo demostrado los efectos beneficiosos del NO,-OA en un sistema celular in vitro,
nos propusimos evaluar estos efectos en un modelo mdas complejo de NV inducida por
oxigeno como es el modelo murino de OIR (169). En este sentido, la retinopatia
experimental inducida por oxigeno en ratones, es un modelo ampliamente validado de
ROP y de la fase neovascular de la RD vy, por lo tanto, constituye una poderosa
herramienta para elucidar los mecanismos involucrados y desarrollar nuevas estrategias
terapéuticas. Por otro lado, multiples estudios han evidenciado que la activacién de la
via antioxidante Keap1-Nrf2 es capaz de revertir las alteraciones de estas retinopatias
(32, 148, 149, 151-154, 157). Brevemente, el modelo de OIR consiste en exponer
ratones neonatos (P7) junto a su madre a altos niveles de oxigeno (75% O,, fase de
hiperoxia) durante 5 dias (P12), fase en la que se observa la pérdida de vasos retinianos
inmaduros y el cese del crecimiento vascular retinal normal, lo que produce VO
generando un area avascular central (alrededor del nervio éptico). Luego los animales
vuelven a ser colocados en aire ambiental (P12), la retina avascular central se vuelve
hipdxica, lo que desencadena tanto la regeneracion de vasos normales como la
formacién de ovillos neovasculares fragiles e inmaduros hacia la cavidad del vitreo, con
un pico de NV en el dia P17 (169). Simultdneamente, otros eventos también se
manifiestan en la retina hipdxica como la gliosis, el incremento de citoquinas
proinflamatorias y la neurodegeneracién los cuales pueden ser desarrolladas en
respuesta al evento hipdxico u a otros estimulos primarios (29, 30). Posteriormente, la
NV comienza a retroceder y hacia el P26 casi no quedan visibles la VO ni la NV, aunque
persisten la gliosis y la neurodegeneracién.

Previo a analizar el efecto del NO2-OA en el modelo de OIR, evaluamos la activacién de
la via de senalizacidn antioxidante Keap1-Nrf2 mediada por el NO;-OA en la retina sana.
De manera similar a lo observado en el modelo in vitro, la inyeccién i.o. de dos dosis
diferentes del NO;-OA en animales adultos, incrementd significativa y directamente
proporcional a la concentracién los niveles de expresién del ARNm de la enzima
antioxidante NQO1, la cual se encuentra aguas abajo del factor de transcripcidn nuclear
Nrf2. Ademads, la inyeccién i.0. o i.p. del NO,-OA en ratones P12 aumentd
significativamente la expresién del transcripto de enzimas antioxidantes en la retina,
como NQO1 y SOD1, evaluadas por ensayos de qRT-PCR. Estos resultados nos permiten
concluir que al igual que en el modelo in vitro, el NO,-OA activa la via de sefializacién
Keapl-Nrf2 en retinas de ratones adultos y P12. Posteriormente, decidimos evaluar la
citotoxicidad in vivo del esquema de inyecciones con el NO,-OA o vehiculo a utilizar en
el modelo de OIR. Tanto la funcionalidad como la histologia del tejido retinal evaluadas
por ERG vy tinciéon de H&Eo, respectivamente, no fueron afectadas por el tratamiento
con el NO2-OA ni por el vehiculo. Es necesario seialar que al trabajar con nitrolipidos,
moléculas poco solubles en agua y que facilmente liberan su grupo nitro (-NO2) al medio
perdiendo su actividad bioldgica, tuvimos que usar solubilizadores de estas moléculas
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como DMSO y PEG400. Las concentraciones elegidas fueron seleccionadas por
bibliografia, las cuales demostraban no ser téxicas para los tejidos (208). Para las
inyecciones i.o. el vehiculo contenia 10 % DMSO (donde se encuentra NO,-OA) — 10 %
PEG400 - 80 % PBS, mientras que para las inyecciones i.p. se formulé 50 % PEG400 — 50
% PBS.

Una vez corroborada la activacion de la via Keapl-Nrf2 por efecto del NO»-OA, a
continuacion, nos preguntamos que rol cumpliria la misma en los eventos
vasoproliferativos, la gliosis y la neurodegeneracién observado en el modelo de OIR.
Para ello inyectamos i.o. el NO,-OA a P12 y realizamos inyecciones i.p. de refuerzo a los
dias P14, P17, P20 y P23 tanto en el modelo de OIR como en ratones controles
mantenidos en RA.

Ensayos de retina completa montados en flat-mount y tefiidos con la isolectina IB4
mostraron que la administracién del NO,-OA, indujo angiogénesis reparativa normal y
funcional lo que disminuyd tanto el area avascular como el drea de NV en animales P17
OIR (pico de NV). Como ya mencionamos, la normalizacidn del plexo vascular es esencial
para la irrigacion correcta del tejido retinal y prevenir las alteraciones derivadas de la
turbulencia en el flujo o estasis de las células sanguineas (209). Estos resultados
concuerdan con trabajos previamente publicados, en los cuales se demostré que
animales con ablacidon genética de Nrf2 (Nrf2/) en P17 OIR, aumentaron
significativamente el area avascular, acompafnado por un incremento considerable en la
NV prerretiniana patolégica (148, 155). Ademas, el uso de activadores farmacoldgicos
de Nrf2, como dh404 y RS9, en el modelo de OIR disminuyé el area avascular, el area
neovascular y la permeabilidad de los vasos sanguineos de la retina de estos animales
(154, 156). Varios mecanismos han sido descriptos en estos trabajos, aunque todavia no
esta claro el rol de la via de sefalizaciéon antioxidante Keap1l-Nrf2 en la angiogénesis
reparativa de areas avasculares en estas retinopatias. Dado que la NV prerretiniana
patoldgica esta principalmente regulada por el incremento desmedido de VEGF por
células hipdxicas en el tejido retinal, en un intento por esclarecer el rol del NO,-OA en la
angiogénesis reparativa, medimos los niveles de expresion del ARNm de VEGF en retinas
de animales OIR y RA a P17. Como era de esperar, nuestros resultados mostraron un
incremento en los niveles de VEGF en retina de ratones OIR con respecto al control (RA),
sin embargo, la administracion de NO;-OA no modificod este incremento. Cabe resaltar
que, en la retina VEGF es principalmente producido por las CGM, astrocitos, GCs, ERP y
en menor proporcién por células endoteliales (210). Ademas, demostramos en el ensayo
de tubulogénesis in vitro un efecto antiangiogénico del NO,-OA en células BAEC. Por lo
tanto, de estos ensayos deducimos que es probable que la modulacion de la NV sea
debida principalmente a los efectos directos del NO,-OA sobre el endotelio.

En una siguiente etapa, nos preguntamos si la administracién in vivo del NO;-OA, era
capaz de mejorar la gliosis producida en el modelo de OIR. Por ensayos de Western blot

70| Pagina



observamos que los niveles de GFAP incrementaron a P17 en el modelo de OIR y, en
concordancia con el modelo in vitro, el tratamiento con el NO,-OA redujo este aumento
a los niveles del control (RA). Interesantemente, este efecto contribuiria a la reduccién
de la respuesta deletérea persistente de las CGM que induce progresivamente dano en
el tejido retinal. Por otro lado, se observo la alteracién de las CGM en estas retinopatias,
a través de la disminucidn de la proteina detoxificante GS a P17 OIR. A diferencia de
GFAP, la administracién del NO,-OA no modificé esta caida en la expresion de GS, lo que
indica que el nitrolipido no es capaz de revertir la pérdida de capacidad de las CGM para
prevenir la neurotoxicidad mediada por glutamato a P17 OIR. Considerando estos
resultados seria interesante evaluar estos marcadores de estrés glial a P26 donde los
efectos de la neurodegeneracion se tornan persistentes.

Finalmente, evaluamos si los cambios vasculares y gliales observados luego de la
administracion con el NO2-OA mejoraban la funcionalidad neuronal de la retinaa P17 y
P26 OIR, utilizando el ERG. Como describimos en la Introduccién, la onda-a inicial es
producida por corrientes idnicas extracelulares generadas por fotorreceptores durante
la fototransduccién mientras que la onda-b corresponde a la actividad de las células de
la capa nuclear interna de la retina. Como se esperaba, el modelo de OIR no modificé la
amplitud ni la latencia de la onda-a a P17 ni P26. Sin embargo, disminuyé la amplitud e
incremento el tiempo de latencia de la onda-b tanto a P17 como a P26. En este modelo
la administracion del NO2-OA mostré una tendencia a recuperar la amplitud y el tiempo
de latencia de la onda-b a P17, lo cual fue significativo a P26. Estos resultados sugieren
un efecto protector del NO;-OA sobre la perdida de funcionalidad y neurodegeneracién
producida en el modelo de OIR. A modo de corroborar estos resultados y, como
parametro de muerte celular, analizamos los niveles de caspasa-3 total en animales OIR
por ensayos de Western blot. Animales P26 OIR inyectados con vehiculo mostraron una
disminucion significativa de la caspasa-3 total, lo que indicaria la escisién de caspasa-3
hacia su forma activa, sugiriendo activacion de muerte por apoptosis. Este efecto fue
prevenido por la administracién del NO,-OA. Estos hallazgos, sin lugar a dudas, invitan a
profundizar sobre el mecanismo por el cual el NO;-OA ejerce un efecto neuroprotector
en el modelo de OIR.

Mediante el uso de dos abordajes experimentales in vitro e in vivo, en esta tesis se
demostré las diferentes funciones de la via antioxidante Keapl-Nrf2 inducida por el
tratamiento con el NO;-OA. Interesantemente, el NO,-OA fue capaz de eliminar la NV,
disminuir el drea avascular, promover la angiogénesis reparativa retinal y rescatar a las
neuronas y células gliales de la muerte. En este sentido, el hallazgo de que el NO,-OA
tiene un efecto beneficioso para el tejido retinal constituye la primera evidencia de que
este nitrolipido puede establecerse como un potencial agente terapéutico en la
prevencidn de patologias vasoproliferativas y neurodegenerativas tan complejas como
la ROP y la RDP (Esquema 10).
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Esquema 10. Efecto de NO,-OA en modelos in vivo e in vitro de retinopatias. Representacion
grafica de las alteraciones vasculares, neuronales y gliales presentes en las retinopatias. Se
observé una disminucion del area avascular y del nimero de neovasos, una mejora en la
funcionalidad retinal (ERG) y una disminucidn de la gliosis luego del tratamiento con NO,-OA
en el modelo de OIR.
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VI. PERSPECTIVAS
FUTURAS



Los resultados obtenidos en esta tesis contribuiran, sin lugar a dudas, en el progreso para el tratamiento
de las RP y en la generacion de nuevos objetivos los cuales compartimos a continuacién:

l. Modelo in vitro:

l.a.) Analizar el efecto del NO,-OA sobre el sistema antioxidante y marcadores de dafio celular directamente
en cultivos NEURONALES expuestos a hipoxia (1% O,).

I.b.) Evaluar el efecto citoprotector de las CGM pre-incubadas con el NO,-OA sobre marcadores de dafio
celular y factores neurotréficos en NEURONAS expuestas a hipoxia (1% O,).

Il. Modelo in vivo (OIR):
Estudiar el efecto del NO,-OA sobre:

Il.a.) la muerte celular, marcadores de dafio y factores neurotréficos;

Il.b.) los niveles de citoquinas proinflamatorias (TNFa, IL-1 e IL-6);

Il.c) la actividad del sistema de defensa antioxidante enddgeno.

Finalmente, en ambos modelos se pretende analizar si los mecanismos de accién del NO,-OA son mediados
por el sistema de defensa antioxidante Keap1/Nrf2 utilizando inhibidores especificos.
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VII. MATERIALES Y
METODOS



VIl.I Modelo “in vitro”
Materiales:

La linea de células gliales de Miiller humanas y espontaneamente inmortalizadas MIO-
M1 (por las siglas en ingles Moorfields/ Institute of Ophthalmology-Miiller 1) fue
proporcionada por G. Astrid Limb (UCL Institute of Ophthalmology and Moorfields Eye
Hospital, London, UK). La linea de células endoteliales de aorta bovina (BAEC) fue
adquirida de la American Type Culture Collection (ATCC®). El 4cido nitro-oleico (NO2-OA)
y el acido oleico (OA) fueron proporcionados por el Dr. Bruce A. Freeman y el Dr.
Francisco Schopfer (Department of Pharmacology and Chemical Biology, University of
Pittsburgh, United States). Lipopolisacarido (LPS), forbol 12-miristato 13-acetato (PMA),
sonda 2', 7'-dicloro dihidro fluoresceina diacetato (2', 7'-DCFH-DA), trigonelina vy el
suplemento de crecimiento de células endoteliales fueron comprados en Sigma Aldrich,
St. Louis, MO. La proteina az;Macroglobulina (azM) se purificé a partir de plasma humano
siguiendo un procedimiento descripto previamente (211). a;M se activd (a2M*)
incubando a;M con metilamina-HClI 200 mM durante 6 hs a pH 8,2, como se describié
anteriormente (212). La proteina IL-1B /IL-1F2 de raton recombinante fue obtenida de
R&D Systems Biotechne, MN, USA.

a) Cultivos de células gliales de Miiller humanas: MIO-M1 (por las siglas en ingles
Moorfields/ Institute of Ophthalmology-Miiller 1).

La linea celular MIO-M1 posee las mismas caracteristicas fenotipicas y funcionales que
un cultivo primario de células gliales de Miiller, es decir, muestra los mismos marcadores
antigénicos y la misma respuesta electrofisioldgica a glutamato (213). Esta linea celular
fue cultivada en Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) High Glucose,
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), 2 mM L-glutamina (GlutaMAX;
Invitrogen) y 50 U/ml penicilina/estreptomicina (Invitrogen) a 37°C y 5% de COa.

b) Cultivos de células endoteliales de aorta bovinas: BAEC
Las células BAEC fueron cultivadas en DMEM High Glucose, suplementado con 20% de
SFB, 2 mM L-glutamina (GlutaMAX; Invitrogen), 50 U/ml penicilina/estreptomicina
(Invitrogen) y 0,03 mg/ml de suplemento de crecimiento de células endoteliales
obtenido a partir de glandula pituitaria bovina (Sigma Aldrich, St. Louis, MO). Los cultivos

celulares se mantuvieron a 37°C en un ambiente humidificado al 5% de CO..
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¢) Ensayo de viabilidad celular en MIO-M1

La viabilidad celular fue evaluada utilizando el colorante metabdlico Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). Las células MIO-M1 se cultivaron en placas
de 96 pocillos, sembrando 2x103 células/pocillo en un volumen final de 100 pl de DMEM
completo e incubando por 24 hs para permitir que las células se adhieran a la placa. Al
dia siguiente, se incubaron en diferentes condiciones experimentales: medio de cultivo
DMEM (control), 0,1% v/v de metanol (vehiculo), diferentes concentraciones del NO;-
OA(0,1a 5 uM)y 5 uM de OA durante 24, 48 y 72 hs. Para esto, se tratd las células con
100 pl de las soluciones antes mencionadas 2X, volumen final en el pocillo 200 pl
(dilucién 1:2). Luego de los distintos periodos de incubacién, se aifadié al medio de
cultivo 10 pl de la sal de tetrazolio MTT / pocillo (5 mg/ml en PBS estéril) y se incubd
durante 3 hs a 37 °C. Posteriormente, se retiré cuidadosamente el medio celular y se
afadieron 200 pl de DMSO por pocillo para solubilizar los cristales de formazan. El DMSO
fue usado para lectura de blancos y se realizaron 3 replicados por condicién en 3
experimentos independientes. Finalmente, los valores de densidad dptica se midieron a
una longitud de onda de 570nm utilizando un lector de placas SpectraMax M5
(Molecular Devices, EE. UU.). Los resultados se expresaron como porcentaje de
viabilidad celular en relacién al control. El porcentaje de viabilidad se calculé de la
siguiente manera: Viabilidad (%) = (Densidad dptica de las células tratadas — Densidad
Optica del DMSO) / (Densidad dptica del control — Densidad dptica del DMSO) x 100.

d) Ensayo de viabilidad celular en BAEC

El ensayo colorimétrico MTT se realizé como se describid anteriormente (Joray et al.,
2017; 2015). Brevemente, se sembraron 5x10* células BAEC suspendidas en 100 pl de
DMEM completo en placas de 96 pocillos y se incubaron durante 24 horas.
Posteriormente, se incorporaron 100 uL de medio que contenia vehiculo (concentracién
final en el pocillo de 0,1 % DMSO) o diferentes concentraciones finales en el pocillo del
NO,-OA (50- 25-12,50- 6,25- 3,125- 1,56- 0,78- 0,39 uM). Después de 24 hs se afiadieron
10 pL de una solucion 5 mg/mL de MTT en PBS estéril y las placas se incubaron durante
otras 4 hs a 37 °C. A continuacién, las placas se centrifugaron durante 10 min. a 2000
rom y se eliminaron los sobrenadantes. Finalmente, los cristales de formazan se
solubilizaron con 100 uL de DMSO y se midio la absorbancia a 595nm. Los resultados se
expresaron como porcentaje de viabilidad celular en relacién con el control, el cual se
calculé igual que lo descripto en el item anterior.
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e) Preparacion de lisados celulares para ensayos de Western Blot

Las células MIO-M1 se cultivaron en placas de 6 pocillos, sembrando 2x10°
células/pocillo en un volumen final de 2 ml de DMEM suplementado por 24 hs. Al dia
siguiente, las células fueron deprivadas al 0,5% de SFB durante 2 hs. Todas las
incubaciones se realizaron al 0,5 % SFB. Una vez finalizado el experimento, la placa de 6
pocillos se colocd sobre hielo y las células fueron lavadas 3 veces con 2 ml de PBS frio.
Luego, fueron lisadas agregando 100 pl/pocillo de una solucién de PBS 1 % Triton X-100,
conteniendo 1 mM de phenylmethyl sulfonylfluoride (PMSF), 10 mM de ortovanadato
de sodio y céctel de inhibidores de proteasas y fosfatasas (SIGMA, St. Louis, MO). Los
lisados fueron recolectados en tubos de 1,5 ml debidamente rotulados. Las muestras
fueron sonicadas en hielo utilizando el siguiente ajuste: amplitud de 40 % durante dos
pulsos de 10 seg separados por 5 seg de pausa. Luego los lisados se centrifugaron a
10.000 rpm por 20 min. a 4 °C y los sobrenadantes fueron recolectados. La
concentracion de proteinas fue determinada utilizando acido Bicinconinico (BCA)
(Pierce, Illinois, USA), empleando Albuimina Sérica Bovina (ASB) como proteina estandar
y un espectrofotometro UV-BioTek (BioTek Instruments Inc., Vermont, USA). Las
muestras fueron conservadas a -20°C hasta su posterior procesamiento.

f) Ensayos de Western blot

Los ensayos de Western blot se llevaron a cabo con el objetivo de evaluar los cambios
en los niveles de expresion de diferentes proteinas. Para ello, se agregd buffer de
muestra 5X (60 mM TRIS-HCI pH 6,8, 25 %v/v glicerol, 2% p/v SDS y 0,1 % p/v azul de
bromofenol) y Dithiothreitol (DTT) 50X (1M DTT) en las cantidades adecuadas para una
concentracion final 1X en los lisados celulares, y luego se calentaron las muestras por 5
min a 100 °C en bafio seco. La electroforesis fue llevada a cabo con 20 pg de
proteina/calle sembradas en SDS-PAGE al 10%p/v acrilamida/bisacrilamida.en buffer de
corrida (25 mM TRIS; 192 mM Glicina; 0,1% SDS), pH 8,3 a 100 V, en condiciones
desnaturalizantes (SDS) y reductoras (DTT). Al finalizar la misma, las proteinas fueron
transferidas a membranas de nitrocelulosa (Amersham Hybond ECL; GE Healthcare Bio-
Sciences AB, Uppsala, Sweden) en buffer Tris (25 mM TRIS; 192 mM Glicina; 20% v/v
Etanol), pH 8,3 a 100 V durante 1:30 hs. Luego las membranas fueron bloqueadas con
leche descremada o albumina al 5% p/v en TBS que contenia Tween-20 al 0,1 % v/v
(TBST) durante 1 h a temperatura ambiente (TA) e incubadas con el respectivo

anticuerpo primario, durante toda la noche a 4 °C. Se utilizaron los siguientes
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anticuerpos primarios: anti-HO-1 policlonal de conejo (1/1000; Enzo Life Science), anti-
GFAP policlonal de conejo (1/1000; Dako, Carpinteria, CA), anti-Vimentina monoclonal
de ratén (1/1000; M7020, Dako, Carpinteria, CA) y anti-B-actina monoclonal de ratén
(1/2000; ab8226, Abcam). Los anticuerpos secundarios fueron: IRDye 800 CW burro
anti-lgG de conejo o IRDye 800 CW burro anti-lgG de ratéon (1/15000). Todas las
diluciones, tanto de anticuerpos primarios como secundarios, se realizaron en 1% ASB
TBST. Las membranas se visualizaron y cuantificaron utilizando el sistema de imagenes

por infrarrojos Odyssey (LI-COR, Inc., Lincoln, NE, USA).

g) Ensayo de Diclorofluoresceina diacetato
La produccién de Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) en células MIO-M1 se evalué
mediante la utilizacion del ensayo de Diclorofluoresceina diacetato (DCF-DA) (214).
Brevemente, después del tratamiento con 5 uM NO-OA o vehiculo, las células MIO-M1
se estimularon con 1 uM de PMA o 1pg/ml de LPS durante 30 min. Luego, las células
fueron lavadas y se incubaron durante 30 min con la solucién conteniendo la sonda 2',7'-
diclorofluoresceina diacetato (5 uM) y las células se incubaron durante 30 min. Las
células fueron cosechadas con detaching buffer, luego la intensidad de fluorescencia
(media geométrica) de DCF se midié con un citometro de flujo FACSCanto Il (BD
Biosciences) y se analizé con el software FlowlJo (ThreeStar). Alternativamente, las
células MIO-M1 se trataron con 5 uM NO2-OA o vehiculo durante 30 min antes del
estimulo con 60 nM de a;M durante 2, 4y 6 hs, y los niveles de ERO se determinaron

como se indicd anteriormente.

h) Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa con transcripcion inversa
(QRT-PCR)

A fin de evaluar cambios transcripcionales, células MIO-M1 fueron colectadas en 500 uL
de Trizol (Invitrogen, Buenos Aires, Argentina). Las muestras se almacenaron a -80°C
hasta la purificacion de ARNm. Brevemente, 1 pug de ARNm total se transcribié de
manera inversa en un volumen total de 20 pl empleando cebadores aleatorios (random
primers) (Invitrogen, Buenos Aires, Argentina) y 50 U de M-MLYV transcriptasa reversa
(Promega Corp.). Luego el cDNA fue mezclado con 1x SYBR Green PCR Master Mix

(Applied Biosystems) y los siguientes cebadores directos e inversos: VEGF-A directo:
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CCGCAGACGTGTAAATGTTCCT/ VEGF-A inverso: CGGCTTGTCACATCTGCAAGTA; HO-1
directo: AAGACTGCGTTCCTGCTCAAC/ HO-1 inverso: AAAGCCCTACAGCAACTGTCG.

Las reacciones de PCR cuantitativa fueron llevadas a cabo en el equipo Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System con el Software Sequence Detection v1.4. Las
condiciones de ciclado incluyeron: una etapa de calentamiento a 95 °C por 10 min,
seguido de 40 ciclos a 95 °C por 15 seg y 60 °C por 1 min. La especificidad fue verificada
mediante el analisis de las curvas de melting. Los resultados fueron normalizados a
GAPDH: directo GATGCCCCCATGTTTGTGAT/ inverso GGTCATGAGTCCTTCCACGAT. La
expresion de genes relativa fue calculada de acuerdo al método 2-AACt. Cada muestra
fue analizada por triplicado. No se observaron amplificaciones en los controles negativos

de PCR que emplearon agua como muestra (resultados no mostrados).

i) Ensayos de hipoxia gaseosa
Para los ensayos de hipoxia gaseosa, las células MIO-M1 fueron cultivadas hasta una
confluencia entre 60-70% en condiciones normales y tratadas con diferentes estimulos:
vehiculo, 5 uM de NO2-OA, 20 ng/ml de IL-1B y 5 uM de NO2-OA + 20ng/ml de IL-1pB.
Inmediatamente las placas se transfirieron a una camara de cultivo sellada (StemCell
Technologies, Vancouver, Canadd) con suministro de una mezcla de gases compuesta
por 1 % de Oz, 94 % de N2 y 5 % de CO2 a 37 °C durante 24 hs. Células MIO-M1
mantenidas en condiciones de normoxia (21% O) tratadas con los mismos estimulos
fueron utilizadas como control. Las muestras obtenidas fueron procesador para ensayos

de qRT-PCR.

j) Ensayo de formacion de tubulos en células endoteliales de aorta bovina (BAEC)
Este ensayo se fundamenta en la capacidad de las células endoteliales de formar
estructuras tubulares tridimensionales cuando son colocadas sobre una base de
matrigel en presencia de factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). Este ensayo
es considerado una de las pruebas mas especificas para medir angiogénesis in vitro
(Arnaoutova and Kleinman, 2010; Grant et al., 1992; Madri et al., 1988) motivo por el
cual ha sido seleccionado para evaluar el efecto del NO,-OA en la formacién de tubulos.
Brevemente, células BAEC fueron cultivadas (=1,5x10* células/pocillo) en una placa de

96 pocillos previamente cubierta con 30 ul de Matrigel. Las placas se incubaron durante
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18 hs (37 °C, 5% CO;) en presencia de los siguientes estimulos: 5 uM de NO-OAy 1 uM
de trigonelina + 5 uM de NO-OA, con la adicidon de VEGF (10 ng/ml). Se usé suramina
sédica 30 uM como control positivo de inhibicidon de la angiogénesis. Se analizaron
simultaneamente muestras de control con y sin sus respectivos vehiculos. Las imagenes
se obtuvieron con un microscopio invertido Olympus CKX41 y se analizaron con el
software Imagel. Se cuantificaron las estructuras tubulares y se calcularon los
porcentajes de inhibicion (1%) con la siguiente ecuacién 1% = [1-(Longitud total del tubo

tratamiento/Longitud total del tubo control)] x 100.

k) Andlisis estadistico
Para el analisis estadistico se utilizd el programa GraphPad Prism 7.0. Un p-valor < 0,05
fue considerado estadisticamente significativo. Estudios paramétricos fueron
seleccionados dada la homogeneidad de varianzas evaluada por test F o de Barlett.
Andlisis de varianza de una via (ANOVA) seguida de la prueba post test de comparacién
multiple de Dunnett (comparacién con el control) o Tukey (comparacion entre todos los
grupos) fueron empleados para determinar las diferencias estadisticas entre mas de 2
diferentes grupos. Media * el error estandar (SEM) (representado como T) fueron

graficadas en los analisis paramétricos.
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Vil.Il Modelo “In vivo”
a) Animales

Se utilizaron ratones wild type C57BL/6, los cuales fueron adquiridos en el bioterio de la
Universidad de La Plata y criados en el bioterio del CIBICI. Todos los procedimientos
experimentales fueron realizados siguiendo las normas de ARVO (por Association for
Research in Vision and Ophthalmology) y aprobados por el Comité Institucional para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Quimicas
de la Universidad Nacional de Cdrdoba (Resol. HCD 1216/18). Se realizd el maximo

esfuerzo por emplear el menor nimero posible de animales de experimentacién.

b) Ensayo de compatibilidad/tolerancia ocular en ratones wild type C57BL/6

adultos

A ratones adultos wild type C57BL/6J expuestos a ciclos estandar de luz (12h luz/12h
oscuridad) se les inyectd por via intraocular (i.o.) 1 ul de una solucién 50 uM de NO,-OA
en DMSO (10%- PEG400 10%- PBS 80%) o vehiculo, durante el ciclo de luz (dia 0).
Nuevamente, los animales se mantuvieron en cajas de plastico transparente con ciclos
estandar de luz. Los animales fueron inyectados via intraperitoneal (i.p.) cada 2 dias (dias
2,5, 8,11 y 14). Se realizaron estudios electrofisioldgicos retinales a los 3, 7 y 15 dias
después de la inyeccidn i.o., seguido de la eutanasia de los animales para evaluacién
histopatoldgica. Los animales inyectados con buffer fosfato salino (PBS) por via i.o. se

usaron como grupo de control.

c) Electrorretinografia (ERG)
La actividad electrorretinografica fue determinada en ratones control y tratados luego
de adaptarlos en oscuridad completa por 18 hs (overnight, ON). Posteriormente, bajo
iluminacidn con luces led rojas, los ratones fueron anestesiados via i.p. con una solucién
de ketamina (90 mg/kg) /xilacina (8 mg/kg). Las pupilas fueron dilatadas con 1 % de
tropicamida y la cdrnea fue lubricada con gotas de gel conteniendo 0,4 % de
polietilenglicol 400 y 0,3 % de polietilenglicol (Systane, Alcon, Buenos Aires, Argentina)

para prevenir el dafio de la superficie ocular. Los ratones fueron expuestos al estimulo
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luminico a una distancia de 20 cm. Un electrodo de referencia fue situado
subcutdneamente en el lomo del ratéon, proximo al cuello. Un electrodo de tierra se
inserté en la colay el electrodo de oro de registro se colocd en contacto con la superficie
corneal. Las sefales electrorretinograficas fueron medidas simultdneamente en ambos
ojos (Akonic BIO-PC, Argentina). Se amplificaron, filtraron (1.5-Hz low-pass filter,1000
high-pass filter, notch activated) y promediaron 10 respuestas consecutivas al flash de
luz blanca no atenuada (5 cd.s/m?, 0.2 Hz) emitida por un estimulador fotdpico
(lightemitting diodes) configurado a brillo maximo. La amplitud de la onda a fue medida
como la diferencia en amplitudes entre la linea de base y el valle de la deflexion negativa,
mientras que la amplitud de la onda b fue medida desde el valle de la onda a, hasta el
pico de la onda b. Las latencias de las ondas a y b corresponden a los tiempos en los
cuales llega al pico cada onda. Se promediaron las respuestas de ambos ojos de cada

raton.

d) Preparacion de criocortes retinales
Con el objeto de realizar analisis histoldgicos, se prepararon criosecciones retinales
obtenidas a partir de ojos previamente fijados con 4 % de PFA a TA durante 2 hs y luego
incubados en gradiente de sucrosa (10%, 20% y 30%), durante al menos 1 dia en cada
una de las concentraciones. Se embebieron los ojos en medio OCT (de optimum cutting
temperature, Tissue-TEK, Sakura) y cortes sagitales paralelos al nervio dptico fueron
obtenidos en un cridstato (Thermo Scientific) a -20°C. Las secciones de 10 um de espesor

fueron conservadas a -20 °C hasta su posterior utilizacién.

e) Evaluacion de la estructura retinal en criocortes
Los criocortes retinales fueron tenidos con hematoxilina y eosina (H&Eo), con el objetivo
de evaluar la integridad de las capas retinales. Mediante microscopia de campo claro se
tomaron fotografias de los criocortes de retinas de animales en el dia P15. Ademas, se

cuantifico el espesor de las capas retinales en estos cortes retinales.

f) Modelo de Retinopatia Inducida por Oxigeno (OIR) en ratones wild type
C57BL/6J
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Para el desarrollo del modelo de OIR (Smith et al., 1994), crias de ratones wild type
C57BL/6J en el dia posnatal 7 (P7) fueron colocadas junto a sus madres en una camara
de hiperoxia con una concentracion de oxigeno constante (75% = 2% 0O3) durante un
periodo de 5 dias (P12). Los niveles de oxigeno fueron controlados permanentemente
con un sensor (Teledyne Analytical Instruments, CA, USA). Luego los animales fueron
devueltos a condiciones ambientales, (RA, 21% O,) durante otros 5 o 14 dias (dia P17 o
P26, respectivamente). Otro grupo de ratones de la misma edad fueron mantenidos en
condiciones ambiental (21% 0O;) para ser empleados como animales control (RA). Los
animales se mantuvieron en cajas pldasticas transparentes con ciclos estandar de luz y
oscuridad (12 h luz/12 hs oscuridad). A P12, los ratones fueron sacados de la camara de
hiperoxia e inyectados i.o0. con 1 pl de una soluciéon 50 uM NO,-OA en DMSO (10%: PEG
400 10%: PBS 80%). Ratones inyectados con 1 ul de vehiculo (DMSO 10%: PEG 400 10%:
PBS 80%) fueron utilizados como control. La concentracidon de NO;-OA fue seleccionada
de acuerdo a ensayos in vitro y se empled una concentracidon 10 veces mayor a los
cultivos ya que se tomd en cuenta la dilucién del NO,-OA en la cavidad vitrea (10 pl).
Brevemente, los ratones fueron anestesiados localmente con una gota de Proparacaina
Clorhidrato 0,5% (Anestalcon, Alcon), se indujo exoftalmia con una gota de tropicamida
1% (Midril, Alcon, Buenos Aires, Argentina) y los ojos fueron inyectados en el limbo nasal
superior, de acuerdo a descripciones previas (102). Luego se realizaron inyecciones i.p.
de refuerzo a los dias P14, P17, P20 y P23 con una solucién de 15 mg/Kg de NO,-OA en
PEG 400: PBS. Los ratones control se inyectaron los mismos dias con vehiculo (PEG400:
PBS). Los animales fueron sacrificados a los tiempos caracteristicos del modelo murino
de OIR: P17 (pico de NV) y P26 (resolucién de alteraciones vasculares) (29). Para evaluar
el efecto de NO,-OA, algunos ratones fueron sacrificados 6 hs posterior a la inyeccién
i.0.(P12). Los ojos o retinas de los ratones sacrificados fueron recolectados y procesados
para Western blot, ensayos de PCR en tiempo real, inmunohistoquimica o tincién con
lectinas. Al menos seis ratones por grupo fueron usados para cada condicidn a cada
tiempo examinado. Los resultados obtenidos son representativos de tanto hembras

como machos ya que no hubo diferencias aparentes.

g) Marcacion de Células Endoteliales con Griffonia Simplicifolia | Isolectina B4

(GSI-B4) y montaje en flat-mounts
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A fin de evaluar en el modelo de OIR los eventos de VO y NV retinal, se prepararon
retinas completas sobre las cuales se realizé la marcacién de células endoteliales
utilizando la lectina Griffonia Simplicifolia Isolectin B4 (153) conjugada con Alexa 488.
Para ello, se enuclearon los ojos de ratones sacrificados a P17 y se fijaron en 4% de PFA
durante 2 hs a TA. Luego los ojos se conservaron en PBS a 4 °C hasta su posterior
procesamiento. Bajo lupa estereoscdpica cada retina neural fue separada del Epitelio
Pigmentario de la Retina (RPE) para su posterior tincion y anadlisis. A continuacidn, las
retinas fueron bloqueadas y permeabilizadas con 5 % de ASB en TBS 0,1 % Triton X-100
durante 6 hs a 4 °C en agitador orbital. Finalmente, las retinas fueron incubadas con la
solucién de lectina (1/200 en TBS 0,1 % Triton X-100) ON a 4 °C con agitacion. Al dia
siguiente, luego de 3 lavados de 30 min c/u con TBS 0,1 % Triton X-100 a TA, las retinas
fueron abiertas con 4 incisiones perpendiculares al nervio dptico y montadas en flat-
mount con la capa de vasos retinales orientados hacia arriba. Posteriormente, fueron
visualizadas por microscopia confocal (Olympus Fluoview FV1200; Olympus Corp., New
York, NY, USA) utilizando un objetivo 10X y platina motorizada. Las imdagenes finales de

los flat-mounts fueron procesadas con el programa Image J Fiji.

h) Reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa con transcripcion inversa
(QRT-PCR)

A fin de evaluar cambios en los transcriptos de genes corriente abajo de la via
antioxidante Keap1/Nrf2 luego de 6 hs de la inyeccion i.o., las retinas de ojos inyectados
con NO;-OA u ojos controles, fueron colocadas en 500 pL de Trizol (Invitrogen, Buenos
Aires, Argentina) y homogeneizadas mecanicamente con pipeta hasta disgregar
completamente. Se almacenaron a -80°C hasta la purificacién de ARNm. 1 pug de ARN
total fue transcripto inversamente en un volumen total de 20 pl empleando cebadores
aleatorios (Invitrogen, Buenos Aires, Argentina) y 50 U de M-MLV transcriptasa reversa
(Promega Corp.). Luego el cDNA fue mezclado con 1x SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems) y los siguientes cebadores directos e inversos fueron utilizados:
NQO-1 directo: AGGATGGGAGGTACTCGAATC/ NQO-1 inverso:
AGGCGTCCTTCCTTATATGCTA; SOD1 directo: AACCAGTTGTGTTGTCAGGAC/ SOD1
inverso: CCACCATGTTTCTTAGAGTGAGG; VEGF-A directo:
GGAGACTCTTCGAGGAGCACTT/ VEGF-A inverso: GGCGATTTAGCAGCAGATATAAGAA. La
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reaccidon de PCR cuantitativa fue llevada a cabo en el equipo Applied Biosystems 7500
Real-Time PCR System con el Software Sequence Detection v1.4. Las condiciones de
ciclado incluyeron: una etapa de calentamiento a 95 °C por 10 min, seguido de 40 ciclos
a 95 °C por 15seg y 60 °C por 1 min. La especificidad fue verificada mediante el andlisis
de las curvas de melting. Los resultados fueron normalizados a GAPDH (directo:
CAGAACATCATCCCTGCAT/ inverso: GTTCAGCTCTGGGATGACCTT). La expresion relativa
de genes fue calculada de acuerdo al método 2-AACt. Cada muestra fue analizada por
triplicado. No se observaron amplificaciones en los controles negativos de PCR que

emplearon agua como muestra (resultados no mostrados).

i) Extractos proteicos de retina neural
Retina neural de animales sacrificados a diferentes tiempos fueron separadas de las
capas RPE-Coroides y almacenadas a -80°C para ensayos de Western blot. Una vez
descongeladas fueron sonicadas durante 20 seg (dos pulsos de 10 seg separados de 5
seg de pausa) a una amplitud de 40 % en buffer de TBS (Tris-Base 0,05M pH 7,4; 137mM
NaCl, 2mM EDTA pH 8, 1% Nonidet P40, 1ImM PMSF, 2mM ortovanadato de sodio, coctel
de inhibidores de proteasas y fosfatasas (Sigma Aldrich, St. Louis, MO)). Luego los lisados
fueron incubados a 4 °C por 30 min. y centrifugados a 10.000 rpm por 20 min en
centrifuga refrigerada (4 °C). Después de la centrifugacioén, los sobrenadantes fueron
recolectados y la concentracidon de proteinas fue determinada por el método BCA
(Pierce, Buenos Aires, Argentina) para ser posteriormente utilizados en ensayos de

Western blot.

j) Ensayos de Western blot
Con el propdsito de evaluar los cambios en los niveles de expresion de diferentes
proteinas, extractos proteicos de retina neural conteniendo 20-25ug de proteinas
fueron solubilizados en buffer de muestra y calentados por 5 min a 100 °C en bafio seco.
Las muestras fueron sembradas en geles SDS-PAGE preparadas con 10 % p/v de
acrilamida/bisacrilamida. La electroforesis fue llevada a cabo en buffer de corrida en
condiciones desnaturalizantes (SDS) y reductoras (DTT), a 100 V durante 2,5 hs. Al
finalizar la misma, las proteinas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa

(Amersham Hybond ECL; GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Sweden) en buffer
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Tris (25 mM; Glicina 192 mM; Etanol 20 % v/v), pH 8,3 a 100 V durante 1 h. Luego las
membranas fueron bloqueadas con ASB al 5 % en TBST durante 1 h e incubadas con el
anticuerpo primario respectivo diluido en 1 % ASB en TBST, ON a 4 °C. Los anticuerpos
primarios utilizados segun cada caso fueron: anti-GFAP policlonal de conejo (1/1000;
Dako,Carpinteria, CA), anti-GS monoclonal de ratén (1/500; MAB 302, Millipore
Corporation MA, USA), anti-caspasa 3 policlonal de conejo (1/300; HPA 002643, Sigma
Aldrich) y anti-B-actina monoclonal de ratén (1/2000; ab8226, Abcam). La reaccion
secundaria se llevé a cabo utilizando un anticuerpo secundario IgG de burro anti-conejo
IRDye 800 CW o IgG de burro anti-raton IRDye 700 CW (1/15000 en TBS en 1 % ASB)
durante 1 h a TA, protegido de la luz. Luego de 3 lavados con TBST, las membranas
fueron visualizadas y cuantificadas empleando Odyssey Infrared Imaging System (LI-

COR, Inc., Lincoln, NE, USA).

k) Andlisis estadistico
Para el analisis estadistico se utilizé el programa GraphPad Prism 7.0. Un p-valor < 0,05
fue considerado estadisticamente significativo. Estudios paramétricos fueron
seleccionados dada la homogeneidad de varianzas evaluada por test F o de Barlett. Se
emplearon el test t de 2 colas no apareado o Mann Whitney cuando se analizaron 2
condiciones. Analisis de varianza de una via (ANOVA) seguida de la prueba post test de
comparacion multiple de Dunnett (comparacion con el control) o Tukey (comparacion
entre todos los grupos) fueron empleados para determinar las diferencias estadisticas
entre mas de 2 diferentes grupos. ANOVA de dos vias seguido del post test de Bonferroni
fue empleado para comparaciones entre grupos cuando 2 variables afectaban la variable
dependiente. Media * el error estandar (SEM) (representado como T) fueron graficadas

en los analisis paramétricos.
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Pinto, JD., Sanchez, MC., Anastasia, A., Barcelona, Pablo F. (*Poster).

2019. Annual Meeting of The Association for Research in Vision and Ophthalmology -
ARVO. Vancouver Convention Center, British Columbia, Canadd. Apr 28- May 2, 2019.
International.
o “Effect of NO2-OA on the oxidative stress and glial reactivity in Miiller Glial
Cells”. Maria V. Vaglienti*, Magali E. Ridano, Paula V. Subirada, Maria C. Paz,
Pablo F. Barcelona, Gustavo Bonacci, Maria C. Sanchez. IOVS Vol: 60, Issue 2019,
No 9 (*Poster).
e “Validation of laser-induced choroidal neovascularization (CNV) mouse model:
participation of a2M/LRP1 system”. Barcelona, Pablo F.*, Subirada, Paula V.,
Saddi, Nabil, Marquez, Marilynan, Vaglienti, Maria V., Ridano, Magali E.,
Marquez, Gabriel, Paz, Maria C., Luna, JD, Sanchéz, MC. (*Poster).

2019. Il Congreso Cientifico Profesional de Bioquimica. Pabellon Argentina Ciudad
Universitaria, Cordoba, Argentina. 5 al 7 de Junio, 2019. Nacional.
e “Efecto del dcido Nitro-Oleico frente a estrés oxidativo y glial en Células de
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Miiller”. Maria V. Vaglienti*, Magali E. Ridano, Paula V. Subirada, Maria C. Paz,
Pablo F. Barcelona, Gustavo Bonacci, Maria C. Sdnchez. (*Pdster).

“Efectos del tratamiento de rapamicina en retinopatias proliferativas”. Subirada,
Paula V.* Paz, Maria C., Ridano, Magali E., Vaglienti, M. Victoria, Barcelona,
Pablo F., Sanchez, Maria C. (*poster)

2019. XXXV Congreso Anual de Sociedad Argentina de Investigacion en Neurociencias.
Hotel Portal del Lago, Carlos Paz, Cordoba, Argentina. 3 al 5 de Octubre, 2019.
Nacional.

“Effect of Nitro-Oleic Acids in a mouse model of Oxygen-Induced Retinopathy”.
Maria V. Vaglienti*, Paula V. Subirada, Maria C. Paz, Magali E. Ridano, Pablo F.
Barcelona, Gustavo R. Bonacci, Maria C. Sanchez. (*Pdster).

“Participation of p75NTR in a Mouse Model of Choroidal Neovascularization”.
Paula Virginia Subirada*, Maria Victoria Vaglienti, Agustin Fierro, Alejandra
Jurado, Paula O’Brien, Jose Luna Pinto, Maria Cecilia Sdnchez, Agustin Anastasia,
Pablo Federico Barcelona. (*Pdster).

Pls and PhD Students Visit 1 K 4th-Grade StudentsAcross Cordoba With the 5-
Years-Old Activity “Neuroscience of he Senses”. Maria Constanza Paz*, Nahir
Guadalupe Gazal, Paula Virginia Subirada, Constanza Milena Jandar Paz, Alberto
Leandro Oliveros, Andrea Guzman, Maria Victoria Vaglienti, Sebastian Miranda,
Asier Angulo, Genesis D’aloisio, Laura Gastaldi, Victoria Pisano, Cecilia Sdnchez,
Nicolas Unsain. (*Presentacion oral).

2018. Xlll Congreso Nacional de Investigacion en Vision y Oftalmologia (AIVO). 26 y
27 de Octubre de 2018. Cordoba, Argentina.

“Efecto de NO,-OA sobre el estrés oxidativo y la reactividad glial en Células
Gliales de Miller”. Maria V. Vaglienti*, Magali E. Ridano, Paula V. Subirada,
Maria C. Paz, Gustavo R. Bonacci, Maria C. Sanchez. (*Presentacioén oral).
“Validation of laser-induced choroidal neovascularization (CNV) mouse model”.
Barcelona, PF*; Subirada, PV; Sabbi, TN; Marquez, MA; Vaglienti, MV; Ridano,
ME; Mdarquez, GE; Paz, MP; Luna, JD; Sanchez, MC. (*Presentacion oral).
“Rapamicina: otra potencial estrategia terapéutica para modular Ia
neovascularizacién retinal pero no la neurodegeneracion”. Subirada, PV¥*; Paz,
MC; Ridano, ME; Vaglienti, MV; Barcelona, PF; Chiabrando, GA; Sanchez, MC.
(*Presentacion oral).

2018. XXXIll Congreso Anual de Sociedad Argentina de Investigacion en Neurociencias.
Del 23 al 26 de Octubre 2018, Cordoba, Argentina.

“Vascular and non-vascular alterations in retinopathies: towards a change in the
therapeutic strategy”. Sanchez MC*, Ridano ME, Subirada PV, Paz MC, Lorenc
VE, Vaglienti MV, Luna JD, Barcelona PF (*Presentacion oral).

“Getting in contact with schools: the synapsis between students and
neuroscientists”. Subirada, PV*; Palandri, A.; Herrera, G.; Rozes, V.; Paz, M.C.;
Gazal, G.N.; D’aloisio, G.; Avalos, M.P.; Jandar, M.; Diaz, N. ; Martinez, G. ;
Martin, J. ; Sdnchez, M.A. ; Vaglienti, V .; Soteras, E. ; Pisano, V. ; Oliveros, A.L.;
Remedi, M.; Calfa, G.; Conde, C.; Sosa, L.; Galiano, M.; Gorostiza, A.; Barcelona,
P.; Sanchez, M.C.; Unsain, N (*Poster).
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2018. LXIll Reunion Anual de la Sociedad Argentina en Investigacion Clinica (SAIC).
LXVI Reunion Anual de la Sociedad Argentina de Inmunologia (SAl). Reunion Anual de
la Sociedad Argentina de Fisiologia (SAFIS). 14 al 17 de Noviembre de 2018. Mar del
Plata, Buenos Aires, Argentina.
e "Characterization of Miiller glia response after nitro-oleic acid treatment". Maria
V. Vaglienti*, Magali E. Ridano, Paula V. Subirada, Maria C. Paz, Gustavo R.
Bonacci, Maria C. Sanchez. Medicina ISSN 0025-7680 (print) ISSN 1669-9106
(web), volumen 78- (Supl-Ill), 2018. (*Poster)
e "Long non-coding RNAs from telomeres respond to oxidative stress and
epithelial-mesenquimal transition (EMT) ". Galigniana Natalia*, Llorens MC,,
Chard Nancy L., Vaglienti MV, Cabanillas AM, Piwien Pilipuk Graciela. Medicina
ISSN 0025-7680 (print) ISSN 1669-9106 (web), volumen 78- (Supl-lll), 2018.
(*Presentacion oral)
e "Validation of laser-induced choroidal neovascularization (CNV) mouse model".
Barcelona, PF*; Subirada, PV; Sabbi, TN; Marquez, MA; Vaglienti, MV; Ridano,
ME; Marquez, GE; Paz, MP; Luna, JD; Sdnchez, MC. Medicina ISSN 0025-7680
(print) ISSN 1669-9106 (web), volumen 78- (Supl-Ill), 2018. (*Poster).

2018. Annual Meeting of The Association for Research in Vision and Ophthalmology -

ARVO. Hawaii Convention Center, Honolulu, USA. Apr 29- May 3, 2018. International.

e “Comparative study of VEGF inhibitors in Oxygen Induced Retinopathy (OIR)

mouse model: Vascular, nonvascular and functional implications”. Ridano, ME.*;

Paz, MC.; Subidara, PV.; Luna Pinto, JD.; Croci Russo, DO.; Barcelona, PF;
Vaglienti, MV.; Rabinovich, GA.; Sdnchez, MC. IOVS Vol: 59, Issue 9 (*Pdster).

2017. Encuentro anual de la Asociacion de Investigacion en vision y oftalmologia. 1 de
diciembre. Cordoba, Argentina.
e “Participacién de la via antioxidante Keap1-Nrf2 en retinopatias neovasculares:
modulacion por electrdfilos”. Vaglienti, MV.*; Ridano, ME.; Subirada PV.; Paz,
MC.; Bonacci, GR.; Sanchez, MC. (*Presentacion Oral).

2017. Reunion Conjunta de Sociedades de Biociencias. 13-17 noviembre 2017. Buenos
Aires, Argentina.

e “Study of telomeric transcript expression during epithelial-mesenchymal
transition”. Galigniana, NM.*; Llorens, MC.; Vaglienti, MV.; Cabanillas, AM.;
Piwien-Pilipuk G. Medicina ISSN 1669-9106 (print) ISSN 1669-9106 (web),
Volumen 77- (Supl. 1), 2017. (*Mini oral).

2017. 110 Annual Meeting of the American Association of Cancer Research (AACR).
Washington, DC, USA. April 1-5, 2017. International.
e “ZEB1 is regulated by PKCa in breast cancer cell lines”. *Llorens MC, Lopez-Haber
C, Barrio-Real L, Vaglienti MV, Kazanietz MG and Cabanillas AM (2017)
Proceedings of the American Association for Cancer Research ISSN 0197-016X,
Volume 58: 1004. (*Poster).
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2016. LXI Reunion Cientifica Anual de la Sociedad Argentina de Investigacion Clinica
(SAIC), LXIV Reunion Cientifica Anual de la Sociedad Argentina de Inmunologia (SAl),
XLVIII Reunion Anual SAFE y VII Reunion Anual NANOMEDAR. 15-19 de noviembre de
2016. Mar del Plata, Argentina.

e “ZEB1 is modified post-translationally by SUMOylation” *Vaglienti MV; Llorens
MC; Cabanillas AM. Medicina ISSN 1669-9106 (print) ISSN 1669-9106 (web),
Volumen 76- (Supl. 1), 2016. (*Poster).

e “ZEB1 is regulated by PKC-alpha in breast cancer cell lines” *Llorens MC; Lopez
Haber C; Barrio-Real L; Vaglienti MV; Kazanietz M; Cabanillas AM. Medicina ISSN
1669-9106 (print) ISSN 1669-9106 (web), Volumen 76- (Supl. 1), 2016. (*Poster)

2016. LIl Reunion Anual Sociedad Argentina de Investigacion en Bioquimica y Biologia
Molecular (SAIB). 7-10 de noviembre 2016. Cordoba, Republica Argentina.
e “IGF 1 modulates ZEB1 stability during epithelial mesenchymal transition (EMT)”
Llorens MC, Vaglienti MV, Cabanillas AM. BIOCELL 40 (Suppl. I) 2016. (*Poster).

2015. LX Reunion Cientifica Anual de la Sociedad Argentina de Investigacion Clinica
(SAIC) y Reunion Cientifica Anual de la Sociedad Argentina de Fisiologia (SAFIS). 18-21
de noviembre de 2015. Mar del Plata, Argentina.
e Comunicacion Oral: “Regulation of ZEB1 by IGF1R in Epithelial-Mesenchymal
Transition of murine mammary epithelial NMUMG cells”. *Llorens MC; Vaglienti
MV; Cabanillas, AM. Medicina ISSN 0025-7680 (print) ISSN 1669-9106 (web),
Volumen 75 - (Supl. 11), 2015.
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