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RESUMEN (en espaiiol)

Las enfermedades neurodegenerativas no solo se manifiestan a nivel del
sistema nervioso central (SNC), sino que también pueden hacerlo a nivel ocular,
causando importantes secuelas para la calidad de vida y de vision del paciente,
asi como una gran repercusion en el gasto sanitario y socio laboral. Solo la
degeneraciéon macular asociada a la edad (DMAE) afecta a mas de 25 de
millones de personas en todo el mundo. Esta es una enfermedad que afecta a la
macula, zona de la retina donde se localiza el mayor nimero de fotorreceptores
y que interviene en la vision de alta resolucion. Aunque las causas exactas de su
aparicion se desconocen, algunos de los factores que se sabe que intervienen en
su desarrollo son el estrés oxidativo y la inflamacién. Por tanto, el tratamiento
con agentes antioxidantes podria ser una buena alternativa para paliarla. En la
actualidad, la exposicidn a luces de longitud de onda corta (400-500 nm) es muy
alta debido a la contaminacion luminica a la que estamos sometidos. Este tipo
de luz ha mostrado ser un precursor de rutas oxidantes, favoreciendo asi la

aparicion de estrés oxidativo y, por tanto, aumentando la muerte celular.

El plasma rico en factores de crecimiento (PRGF) es un derivado hematico
autologo, que ha demostrado promover la proliferacién y la regeneracion
celular con efectos antiinflamatorios, neurotroéficos y protectores en diversas

patologias oculares.

Durante esta tesis doctoral, se ha desarrollado un modelo de fototoxicidad por
luz azul en combinacién con el PRGF en epitelio pigmentario de retina (EPR)
con deprivacion de sustrato, con el fin de estudiar diversos parametros
celulares. Los resultados han mostrado que el PRGF protege a las células del
EPR en presencia de un agente toxico, como la luz azul, ya que aumenta los

mecanismos antioxidantes presentes en las células, ademds de favorecer
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procesos de renovacion celular, como la autofagia, y conservar la funcionalidad

celular en un modelo in vivo a corto-medio plazo.

RESUMEN (en Inglés)

Neurodegenerative diseases, as well as manifesting in the central nervous
system (CNS), can also affect the eyes, causing a significant reduction of quality
of life and harming the patient’s vision, as well as producing a great impact on
health and social costs. Only age-related macular degeneration (AMD) affects
over 25 million people worldwide. This disease affects the macula, part of the
retina in charge of creating defined images due to its high number of
photoreceptors. The main causes of AMD remain unknown, however oxidative
stress and inflammation have been demonstrated to be some of the main factors
that contribute to its worsening. Therefore, the treatment with antioxidant
agents could be a good alternative to mitigate it. Nowadays, shortwave-length
light (400-500 nm) exposition has become a risk factor, as it has been
demonstrated that it has a role in oxidative stress and, therefore, increasing cell
death.

Plasma rich in growth factors (PRGF) is a hemoderivative that has been proven

to be a promotor to cell proliferation and regeneration in several eye diseases.

During this thesis, it has been developed a phototoxicity model with blue light
in combination with PRGF in retinal pigmentary epithelium (RPE), in order to
study several cellular parameters. Results have shown that PRGF protects cells
against a blue light insult, as it enhances the antioxidant pathways present in
cells. Besides, it promotes cellular renovation processes, such as autophagy, and

maintains the cellular functionality in a short-medium time term in vivo model.
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Abreviaturas

ADNC: Acido desoxirribonucleico complementario
ALP: Ruta autofagia-lisosoma

ARE: Elementos de respuesta antioxidante (del inglés: antioxidant response

elements)

ARN: Acido ribonucleico

ARNm: Acido ribonucleico mensajero

ARVO: del inglés: Association for Research in Vision and Ophthalmology

Atg: Proteinas relacionadas con autofagia (del inglés: autophagy-related proteins).
ATP: Adenosin trifosfato

Brn3a: del inglés: brain-specific homeobox/POU domain protein 3A

Bcl2: del inglés: B-cell lymphoma 2

COz2: Dioxido de carbono

DAMP: patrones moleculares asociados a dafio (del inglés: damage-associated

molecular patterns)

DAPI: 4',6-diamino-2-fenilindol

DCCD: Diciclonexilcarbodiimida

DEP: Defectos epiteliales persistentes

DHE: Dihidroetidio

DMAE: Degeneracion macular asociada a la edad

DMEM: Medio de Eagle modificado por Dulbecco (del inglés: Dulbecco’s modified

Eagle’s medium)
DMSO: Dimetilsulféxido

DR: del inglés: death receptors



Abreviaturas

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

EGCG: Epigalocatequin galato

EGF: Factor de crecimiento epidérmico

EMM: Espectro electromagnético

EPR: Epitelio pigmentario de retina

ERG: Electrorretinograma

ERO: Especies reactivas del oxigeno

ChAT: Colin-acetiltransferasa (del inglés: choline acetyltransferase)

GCL: Ligasa glutamato-cisteina

GCLC: Ligasa glutamato-cisteina, subunidad catalizadora

GCLM: Ligasa glutamato-cisteina, subunidad moduladora

GFAP: Proteina acida fibrilar glial (del inglés: glial fibrillary acidic protein)
GR: Glutation reductasa

GSH: Glutatién en su forma reducida

GSSG: Glutation en su forma oxidada

GSTP1: Glutation S-Transferasa P

HIF-1: Factor 1 inducible de hipoxia (del inglés: hypoxia inducible factor 1)
HO-1: Hemoxigenasa-1

IKK: Moléculas adaptadoras inhibidoras de NF kB

IGF-1: Factor de crecimiento semejante a la insulina tipo 1

IL: Interleuquina



Abreviaturas

Keap1: Proteina 1 asociada a ECH tipo Kelch (del inglés: Keal-like ECH- associated
protein 1)

LC3: Proteinas 3 de cadena corta asociadas a microtubulos (del inglés:

microtubule-associated proteins light chain 3)

LED: Diodo emisor de luz (del inglés: light emitting diode)

MLKL: del inglés: mixed lineage kinase domain like pseudokinase
MTT: Bromuro 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolio
NGF: Factor de crecimiento nervioso

NF-kB: Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B

activadas (del inglés: nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)

NQO1: NAD(P)H deshidrogenasa quinona 1 (del inglés: NAD(P)H quinone
dehydrogenase 1)

Nrf2: Factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide 2 (del inglés: nuclear

factor erythroid 2-related factor 2)

PBS: Tampon fosfato salino (del inglés: phosphate saline buffer)

PDGEF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas

PEDF: Factor derivado del epitelio pigmentario

Plo: Presion intraocular.

PRGEF: Plasma rico en factores de crecimiento

p62/sqstm1: Proteina p62 (del inglés: sequestosome-1)

RIPK: Receptor de proteinquinasas (del inglés: receptor-interacting protein kinases)

RT-qPCR: Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa de transcripcion

inversa (del inglés: reverse-transcription quantitative polymerase chain reaction)

SBF: Suero bovino fetal



Abreviaturas

SDS: Dodecilsulfato sdédico

SEM: Error estandar de la media (del inglés: standard error of the mean)
SNC: Sistema nervioso central

TAKT1: del inglés: transforming growth factor beta-activated kinase 1

TdT: Terminal deoxinucleotidil transferasa

TGF-B1: Factor de crecimiento transformante (31

TLR: Receptores de membrana tipo toll

TNF: Factor de necrosis tumoral

TUNEL: marcado de final de corte de dUTP de Terminal deoxinucleotidil

transferasa

UBA: Dominio asociado a ubiquitina

UPS: Ubiquitin proteasoma

VEGEF: Factor de crecimiento endotelial vascular

WB: Western Blot
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Introduccién

1. El sistema visual

El sistema visual es la parte del sistema nervioso central (SNC) encargada de
recibir informacion del exterior a través de estimulos luminicos, transformarla en
impulsos nerviosos, para finalmente producir una imagen definida que le
proporcione al organismo detalles acerca del entorno que lo rodea. Este sistema
se comprende principalmente de la integracion de un érgano fundamental, el ojo,
que acttia como receptor y transformador, y del nervio dptico, que actiia como
transmisor de la informacion hasta el cerebro, donde finalmente se crean las

imagenes.

El ojo tiene una forma casi esférica, y estd formado por varias estructuras
histologicas y tejidos, todos especializados en distintas funciones, divididas en
tres tipos en base a su origen embrionario. Estas estructuras son la esclerdtica, la

uvea y la retina.

Retina

Coroides
/ Humor acuoso
Iris
/_ Cornea

Cristalino

Humor vitreo

Mécula

:

Papila optica
—— Esclerdtica

Figura 1. Estructura del ojo

La capa histolégica mas externa corresponde a la esclerotica o esclera, de origen
mesodérmico, que recubre la mayor parte del globo ocular y su funcion principal
es actuar como barrera frente al exterior. Estd compuesta por dos ldminas, la
epiesclera, que esta formada por tejido conectivo ligeramente vascularizado, y el
estroma, avascular, formado por fibras de colageno y fibroblastos. Esta capa esta
cubierta por la membrana conjuntiva, que lubrica el globo ocular, a la que se le
adhiere otro 6rgano importante, la cérnea. La cérnea, de origen ectodérmico y

mesodérmico, tiene una naturaleza muy similar a la esclera, pero es transparente.
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Introduccion

Su funcidn principal es dptica, y son su estructura y organizacion celular las que

le confieren sus cualidades funcionales.

La segunda estructura histoldgica es la tvea, y se localiza de manera adyacente

ala esclera. Es una capa vascular formada por el iris, el cuerpo ciliar y la coroides.

Separando esta estructura de la siguiente se encuentran el cristalino, de origen
ectodérmico y que acttia como lente, el humor acuoso, situado en la parte anterior
del ojo, entre la cérnea y el cristalino, y el humor vitreo, que separa el cristalino

de la retina.

El iris tiene como funcion principal el control de la cantidad de luz que entra en
el ojo, ya que puede contraerse o dilatarse. El cristalino es una estructura
transparente, avascular, que tiene la capacidad de modificar su curvatura y
espesor, permitiendo asi el enfoque de las imagenes. Su colocacién en el globo
ocular depende del cuerpo ciliar, que es de origen neuroectodérmico. Esta
estructura se ocupa de dar soporte a los musculos ciliares, que anclan el cristalino
al globo ocular, pero ademas de producir el humor acuoso, que se renueva de
manera constante, para nutrir y eliminar agentes toxicos que estan en contacto
con la corneay el cristalino. La coroides, que corresponde con la capa mas interna
de la avea, es un tejido vascular que se extiende desde el nervio Optico hasta el
cuerpo ciliar. Su funcion principal es nutrir al resto de estructuras del ojo a través
del epitelio pigmentario, ya que su vascularizacion es lo que permite el flujo de

nutrientes.

El vitreo, por otra parte, es de origen neuroectodérmico, y tiene una consistencia
gelatinosa y transparente. Se situa entre la parte posterior del cristalino y la

retina.

La retina corresponde a la tercera estructura histoldgica principal del ojo, y

también tiene origen neuroectodérmico’~’.
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Introduccién

a. Laretina

La retina es el drgano mas interno del globo ocular. Estd constituida por el
epitelio pigmentario (EPR), localizado en la parte mas externa, en contacto con la
coroides, y la neurorretina o retina sensorial, situada en la zona mas interna, en

contacto con el humor vitreo, y donde se encuentran las células del SNC81.

i.  Estructuray tipos celulares

El EPR estd formado por una capa monoestratificada de células epiteliales,
unidas entre si mediante uniones estrechas (zonula occludens) y desmosomas
(zonula adherens). Estas células tienen altas concentraciones de melanina, con el
fin de absorber el exceso de luz que pueda penetrar hasta el interior del ojo y
evitar, asi, que difunda hacia otras partes. Esta capa estd en contacto directo con
la coroides, de manera que esta le proporciona los nutrientes necesarios para las

células de la neurorretina.

La neurorretina corresponde con la parte funcional de la retina, ya que es la
encargada de recibir los estimulos luminosos, transformarlos en impulsos

eléctricos y transmitirlos a través del nervio éptico hasta el cerebro.

Su composicion celular es muy variada y especializada, ya que tiene células de
tipo neuronal, glial y vascular. Dentro del tipo de células neuronales, se
encuentran los fotorreceptores (conos y bastones), células bipolares y células
ganglionares. También estan las células amacrinas y horizontales, que se
encargan de la regulacion de la actividad de los otros dos tipos celulares. Entre
las células de la glia se encuentran las células de Miiller, los astrocitos y la
microglia. Por altimo, entre las células vasculares, estan las células endoteliales

y los pericitos, que se encuentran rodeando los vasos sanguineos.

La composicion celular, asi como su estructuracion y orden dentro de la retina,

es muy concreta.

La capa mas proxima al EPR es la capa de fotorreceptores. Estd compuesta por

las prolongaciones de conos y bastones. Los bastones tienen como funcion

15



Introduccion

principal diferenciar entre luz y oscuridad. Estan en una concentracion mucho

mayor que los conos, que son los encargados de diferenciar entre los colores.

, Capa ganglionar

‘_ Capa plexiforme interna

Capa nuclear interna

Capa plexiforme externa

Capa nuclear externa

Capa limitante externa

Conos y bastones

Epitelio pigmentario

Figura 2. Estructura celular de la retina

A continuacidn, se encuentra la capa limitante externa, que esta formada por los
extremos de las células de Miiller. La capa nuclear o granulosa externa se forma
por los nticleos de los fotorreceptores. La capa plexiforme externa estd formada
por la sinapsis de los fotorreceptores con las células bipolares, y a su vez de la
sinapsis de ambas con las células horizontales. La capa nuclear o granulosa
interna comprende los nucleos de las células bipolares, amacrinas, horizontales
y las células de Miiller. La plexiforme interna corresponde a la sinapsis entre las
células ganglionares y bipolares y las amacrinas. Finalmente, se encuentra la capa
de las células ganglionares. Los axones de estas células forman las fibras del

nervio optico.

En cuanto a la distribucion celular en el espacio, la retina se puede dividir en

cuatro partes: retina central, periférica, ora serrata y papila optica.

La retina central posee una poblaciéon mucho mayor de conos que de bastones.

Ademas, la capa de células ganglionares es mas gruesa. En su nucleo, se

16



Introduccién

encuentra la mdcula litea, en cuyo centro se puede ver la fovea, zona en la que
solo hay conos y no hay células ni ganglionares ni bipolares. Esta zona

corresponde con el punto de maxima vision.

La retina periférica se sitiia entre la retina central y la ora serrata, y estd compuesta
principalmente por bastones. La capa de células ganglionares y de fibras
nerviosas se va haciendo mas fina. La ora serrata se corresponde con la
terminacion anterior de la neurorretina y representa la zona de transicion en la
que la retina sensorial se va transformando en dos capas de epitelio, que forman
parte del cuerpo ciliar. La papila optica no tiene fotorreceptores y es la zona en
la que convergen todos los axones de las células ganglionares que se unen
formando el nervio dptico y salen de la retina por un agujero posterior de la
esclera, junto con los grandes vasos de la retina. Estos vasos son la arteria central
de la retina y la vena central de la retina. Ambos nervios Opticos, provenientes
de cada globo ocular, se entrecruzan en el quiasma para continuar por los tractos
opticos. Es ahi donde la mayoria de las fibras se dirigen hacia los cuerpos
geniculados laterales o externos, en la parte posterior inferior del talamo. Ahi se
produce la conexion de los axones de las células ganglionares con otras neuronas,
que envian a su vez sus axones hacia el cortex visual, donde se produce

finalmente la vision.

ii. Degeneracion macular asociada a la edad

Como se ha mencionado previamente, la retina es el 6rgano funcional del ojo
encargado de la producciéon de imagenes. Por tanto, cualquier dafio en su
estructura puede producir a medio-largo plazo la pérdida parcial o total de la
vision. Segun la Organizacion mundial de la salud (OMS), las enfermedades

oculares crénicas son la principal causa de pérdida de vision a escala mundial.

De estas enfermedades crénicas, una de las de mayor prevalencia e importancia,
por la falta de tratamientos efectivos, es la degeneracion macular asociada a la
edad (DMAE)®213, Esta enfermedad se presenta en dos formas. La seca o atrofica,
que es la mas comdn, con una incidencia de alrededor del 85% de los casos,

conlleva la muerte de los fotorreceptores de la macula, por lo que se produce la
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pérdida de la vision central. Este tipo de patologia lleva asociada la produccién
de unos depdsitos de desecho metabolicos llamados drusas, que se acumulan
entre el EPR y la membrana de Bruch!*¢. La acumulacion de las drusas es el
indicativo de la evolucion de la enfermedad, ya que produce la muerte de las
células del EPR y, por ende, de los fotorreceptores de la macula. La DMAE
hiimeda o exudativa, aunque es menos frecuente (aproximadamente un 15% de
los casos), tiene una progresion mas rapida. Estd causada por una
neovascularizacion que va desde la coroides hasta la neurorretina, que produce
hemorragias y derrames en la zona de la macula, comprometiendo la estructura

celular?’.

Las causas de la DMAE no estan del todo claras. Se sabe que hay factores
intrinsecos, como la predisposicién genética o el propio envejecimiento, que
favorecen su aparicion. Pero también el estilo de vida y otros hdbitos poco
saludables, como el tabaquismo o la obesidad, pueden aumentar Ilas
probabilidades de padecerla. Ademas, la exposicion a luces de longitud de onda
corta puede promover el deterioro de los tejidos previamente danados,

exacerbando la enfermedad.

En cuanto a las vias terapéuticas disponibles para aplacarla, tampoco esta nada
claro. El tratamiento empleado actualmente para la DMAE htiimeda, basado en
farmacos antiangiogénicos, permite frenar su evolucidn. Estos farmacos actian
inhibiendo el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), impidiendo asi la
formacion de nuevos vasos sanguineos. No obstante, son tratamientos invasivos
repetitivos no exentos de efectos secundarios. Por otra parte, para el tratamiento
de la DMAE seca no hay un tratamiento efectivo, aunque, entre las diversas
alternativas que se estan investigando, es interesante recalcar el estudio de la
respuesta frente a agentes antioxidantes que favorezcan el mantenimiento de la

integridad retiniana!>131819,
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2. Balance metabdlico y supervivencia celular
a. Fosforilacidon oxidativa

El sistema visual, después del cerebro, es uno de los complejos que mas energia
necesita para poder llevar a cabo sus funciones. A nivel celular, esta energia se
conoce como adenosin trifosfato (ATP), que se genera principalmente a través de
un mecanismo oxidativo en la membrana de la mitocondria, también conocido
como fosforilacion oxidativa. A través de esta reaccion, se generan 36 moléculas
de ATP de cada molécula de glucosa. Existe también otra via de produccion de
ATP denominada glucolisis. Esta se lleva a cabo en el citosol de las células y, a

diferencia de la fosforilacion oxidativa, solo produce dos moléculas de ATP.

Debido a la elevada demanda energética de las neuronas, la produccion de
energia en la retina es una de las mas altas del sistema visual y, por eso, este tipo

celular posee un alto nimero de mitocondrias.

Las mitocondrias son unos organulos localizados en el citoplasma celular de
células eucariotas formados por dos membranas. En la membrana interna es
donde se lleva a cabo la produccion de ATP. Esta produccion se constituye de
dos fases: la cadena de transporte de electrones, que se utiliza para bombear
protones a través de la membrana para generar un gradiente electroquimico, y el
complejo de la ATP sintasa, que cataliza la sintesis de ATP de la fusion de

adenosin difosfato (ADP) y un fosfato inorganico (Pi)*-2.

La cadena de transporte de electrones estd compuesta por dos transportadores
de electrones moviles (la ubiquinona o coenzima Q y el citocromo c) y cuatro

complejos enzimaticos.

e Complejo I (NADH  deshidrogenasa o NADH:ubiquinona
oxidorreductasa): Es el encargado de captar dos electrones del NADH y
transferirlos al transportador liposoluble, coenzima Q. A su vez, también
transloca cuatro protones a través de la membrana mitocondrial. Estas
reacciones generan especies reactivas del oxigeno (ERO) en la matriz

mitocondrial, por lo que también contribuyen al estrés oxidativo.
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e Complejo II (succinato deshidrogenasa): este complejo une el ciclo de
Krebs con la cadena de transporte de electrones, transfiriendo electrones
desde el succinato hasta la coenzima Q.

e Complejo III (complejo citocromo bcl o ubiquinol citocromo ¢ reductasa):
Obtiene electrones desde los complejos I y II y los transfiere al citocromo
¢, situado en el espacio intermembrana de la mitocondria. También
transloca cuatro protones a través de la membrana de cada dos electrones
transportados desde el producto del complejo I. También es un alto
productor de ERO.

e Complejo IV (COX o citocromo c oxidasa): es el altimo complejo de la
cadena. Capta cuatro electrones de las cuatro moléculas de citocromo cy
las transfiere al oxigeno para producir dos moléculas de agua. Al mismo
tiempo, transloca cuatro protones al espacio intermembrana, que, sumado
a los dos protones empleados en la produccion del agua, aumenta el

gradiente de protones generado durante el proceso.

Espacio intermembranal

{0 i o v
(S SRR

~\2e—

FADH, FAD

NADH +2H" H,0

2H" + 1/20,
NAD" + H"

Matriz mitocondrial Membrana mitocondrial interna

Figura 3. Esquema de la cadena de transporte de electrones llevado a cabo en la membrana

mitocondrial.
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A continuacion, la ATP-sintasa utiliza el gradiente de protones generado a través

de la cadena de transporte de electrones para producir las moléculas de ATP.

Ademas de la produccion de ATP, una de las consecuencias de esta reaccion es
la produccién de ERO. En condiciones normales, las células poseen mecanismos
para neutralizar la presencia de estos agentes oxidantes, pero una produccion
masiva o la alteracion de alguna de las vias de neutralizacion puede suponer la

acumulacion de estas y, por lo tanto, dafio celular, que puede derivar en muerte.

b. Estrés oxidativo y vias antioxidantes

El estrés oxidativo se produce como consecuencia del desequilibrio entre la
acumulacion de ERO y su neutralizacién por parte de los mecanismos
antioxidantes presentes en las células. Sin embargo, hay agentes que favorecen
su produccion y/o dificultan su neutralizacion. Estos son conocidos como agentes

oxidantes.

Como se ha mencionado anteriormente, las ERO se producen como consecuencia
de las reacciones celulares de obtencion de energia. Estas moléculas son radicales
libres, es decir, que tienen al menos un electrén desapareado. Las ERO actian
como moléculas sefializadoras de reacciones fisiologicas, como la activacion de
genes y modulacidon de reacciones quimicas. Ademads, su acumulacién puede
producir dafios en el ADN, asi como en otras estructuras celulares, algunos de

los cuales pueden ser irreversibles 242631,

No obstante, las células poseen mecanismos que facilitan la neutralizacion de

estas moléculas.

Una de las rutas antioxidantes mds importantes que poseen las células es la que

se desencadena con el complejo Keap1-Nrf2.

El factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide 2 (Nrf2) es un factor de
transcripcion que tiene la capacidad de inducir la expresion de otros genes con
actividad antioxidante3>=. En condiciones normales, este factor de transcripcion
se encuentra unido a la proteina 1 asociada a ECH tipo Kelch (Keapl) en el

citoplasma de las células, de manera que se mantiene inactivo. Keapl es una
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proteina rica en residuos de cisteina. Esta proteina fomenta la degradacion
continua del Nrf2 via proteasoma3%’. Cuando los niveles de ERO aumentan, tres
de los residuos de cisteina de Keap1 se modifican de tal forma que se permite la
liberacion de Nrf2, que se transloca hasta el ntcleo para unirse con una secuencia
especifica del ADN conocida como ARE (del inglés Antioxidant response element).
Esta unién induce la transcripcion de otros genes antioxidantes como son la
hemoxigenasa-1 (HO-1), la NAD(P)H deshidrogenasa quinona 1 (NQO1), la

ligasa glutamato-cisteina (GCL) y la glutation-S-transferasa (GST)3233343,

La HO-1 cataliza la rotura oxidativa de los grupos hemo para la formacion de
biliverdina (un potente antioxidante), mondxido de carbono, y la liberacion de
un ion de hierro. Esta proteina estd implicada en procesos antioxidantes,
antiinflamatorios,  antiapoptoticos, antiproliferativos y actia como
inmunomodulador en las células vasculares. También contribuye a la
diferenciacion de los macroéfagos y la polarizacion de algunos subtipos celulares.
Generalmente, se expresa en bajas cantidades, pero su expresion se ve estimulada

rapidamente cuando detecta agentes daninos®4>.

NQOL1 es una flavoproteina que contiene un grupo FAD, el cual juega un papel
fundamental en su estabilidad y funciones. Esta proteina tiene la capacidad de
reducir quinonas endogenas y exdgenas a hidroquinonas mediante la reduccion
de dos electrones, de manera que cuando queda oxidada es degradada

rapidamente por la via del proteasoma343%51-53,

El glutation es cofactor de varias enzimas detoxificantes, ademas de intervenir en
la conversion de las vitaminas C y E a sus formas reducidas. Protege a las células
frente a la apoptosis mediante su interaccion con rutas de senalizacion pro y
antiapoptdtica y activa diversos factores de transcripcion. La primera parte de su
sintesis estd catalizada por la enzima ligasa glutamato-cisteina (GCL), que consta
de dos subunidades: GCLC, la subunidad catalitica, y GCLM, la subunidad
moduladora. Esta primera fase incluye la integracion de glutamato y cisteina

para dar y-glutamilcisteina (y-GC). La segunda parte de la sintesis esta catalizada
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por la enzima glutation sintetasa (GSS), y cataliza la unién de la glicina con vy-

GC, para formar el glutation (GSH).

El glutation puede estar presente en la célula de dos formas, la forma reducida
(GSH), y la forma oxidada (GSSG). Cuando el GSH detecta la presencia de ERO,
le cede uno de sus electrones convirtiéndose en su forma oxidada, GSSG. De esta
manera, el radical libre es neutralizado y GSSG vuelve a pasar a su forma

reducida mediante la reaccion catalizada por la glutation reductasa (GR)%3-61,

La glutation-S-transferasa 1P (GSTP1) pertenece a una familia de enzimas que
tienen un papel muy importante en la detoxificacion celular ya que catalizan la

conjugacion de compuestos hidrofdbicos y electrofilicos con GSH¢.

¢. Muerte celular

La muerte celular se puede clasificar en distintos tipos en funcion de sus
caracteristicas, aunque casi todos responden a procesos organizados
desencadenados por diferentes vias de sefnalizacion. Estos tipos de muerte
celular se pueden clasificar en dos grandes grupos: muerte celular apoptdtica y

muerte celular no apoptotica.

La muerte celular apoptdtica esta sefializada por una familia de proteinas, las
caspasas, que determinan cada una de las fases que la comprende. Las caspasas
son unas proteasas con un residuo de cisteina que fragmentan proteinas en el
residuo siguiente al aspartato. Dentro de este grupo de muerte celular, podemos
encontrar a su vez otros dos tipos: la apoptosis clasica y la anoikis, que se
diferencian entre si en que la induccién de la segunda depende de la falta de

sustrato o de contacto con otras células.

La apoptosis clasica, o también conocida como muerte programada, es una parte
fundamental del ciclo celular y su desencadenamiento esta precedido por la
activacion sucesiva de diferentes tipos de caspasas. Es el tipo de muerte celular
mas estudiado, debido a que mantiene el balance fisioldgico entre la proliferacion
celular y la muerte. En cuanto a la morfologia celular, implica el redondeamiento

de la célula, condensacion y fragmentacion de la cromatina, reduccién en el
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tamano tanto de la célula como del nticleo y la formacion de cuerpos apoptoticos.

Estos cuerpos apoptdticos son fragmentos de la membrana plasmatica que se

transforman en vacuolas y que en su interior incluyen organulos citoplasmaticos.

Su formacion tiene como fin la contencion del material celular y evitar, asi, que

se active la muerte de otras células. Una vez se ha llevado a cabo la apoptosis, los

restos celulares seran fagocitados por unas células especializadas denominadas

macrofagos. Este tipo celular no implica la activacion de rutas de inflamacion.

La apoptosis se puede clasificar en tres tipos:

Apoptosis extrinseca: implica la presencia de ligandos endogenos, como
el factor de necrosis tumoral (TNF) o FAS. Cuando se produce la
activacion de receptores de ligandos de muerte (por ejemplo, TNFR), se
desencadena la activacion a su vez de caspasa 8. A continuacién, se
produce la activacion de caspasa 3.

Apoptosis intrinseca: no implica la presencia de receptores de ligandos.
Este tipo de muerte celular puede estar inducida por otros factores, como
hipoxia, que producen una desregulaciéon en las mitocondrias, que a su
vez induce la liberacién de proteinas proapoptdticas, como citocromo c,
que activan a la caspasa 9.

Apoptosis dependiente de linfocitos T citotdxicos: Este tipo de muerte

implica la activacion de caspasa 10.

En estos tres tipos, la activacion de las caspasas iniciadoras desencadenara a su

vez la de otras caspasas, que seran las que ejecuten el proceso apoptotico®>7.

Dentro del grupo de muerte celular no apoptotica se encuentran varios tipos,

pero algunos de los mas importantes son la autofagia, la necrosis o la necroptosis.

La autofagia es uno de los mecanismos de renovacién celular mas conservados

evolutivamente en el reino eucariota. Mediante este proceso, las células pueden

desechar particulas o incluso organulos que se encuentran danados y favorecer

asi su renovacion.
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Para llevarlo a cabo, las células forman una estructura conocida como
autofagosoma, que, gracias a la activacion mediada por diversas proteinas,

degradara el material dafiado®7".

La necrosis es un tipo de muerte celular que se desencadena por la presencia de
factores externos, procesos inflamatorios, estimulos mecanicos o irradiacién con
luz ultravioleta. Morfologicamente, la célula en estado de necrosis suele
presentar organulos hinchados, dilatacion del reticulo endoplasmico, rotura de
la membrana plasmatica y liberacion del contenido citoplasmatico al espacio

extracelular3s72-75,

Similar a la muerte por necrosis, pero si controlada por vias de sefializacion de
transduccion y mecanismos catabolicos, estd la necroptosis. Este tipo de muerte
celular tiene como fin el asegurar la eliminacion de células infectadas, promover
la inflamacién mediante la liberacion de patrones moleculares asociados a dafio
(DAMP), asi como favorecer el reclutamiento de células fagociticas al lugar del
dafio. Este tipo de muerte celular se produce por la activacion de receptores de
membrana tipo toll (TLR) 77 o los de muerte (death receptors, o DR) 852, Esta
activacion promueve a su vez la activacion de quinasas que fosforilan residuos
de serina o treonina para interactuar con otros receptores. Estas quinasas se
denominan receptor-interacting protein kinases (RIPK). RIPK1 y RIPK3 se unen para
formar un complejo denominado necroptosoma, que induce la activacion de la
proteina MLKL (mixed lineage kinase domain like pseudokinase). MLKL se transporta
a la membrana celular para inducir la liberacion del contenido citoplasmatico,

que mas tarde sera degradado 758080828,

La activacion o inactivacion de cualquiera de las rutas de muerte celular es un
proceso muy regulado, aunque las vias todavia no estan del todo dilucidadas.
Sin embargo, en la membrana celular hay determinados receptores que
responden a distintos estimulos para activar cada una de las rutas de manera mas

o menos diferenciada.

Para que se lleve a cabo la apoptosis extrinseca, una molécula conocida como FAS

ligando se une a su receptor de membrana, con un dominio FADD en la cara
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interna. Cuando se produce la union entre FAS y su receptor, FADD libera a la
procaspasa 8 al citoplasma, para transformarse en caspasa 8. Esta, a su vez, activa
a las caspasas 3 y 7, que seran las efectoras de la apoptosis®-?. Sin embargo, este
proceso también estd regulado con la apoptosis intrinseca, mediante el cual la
célula, al detectar estrés oxidativo, interacttia con Bcl2, de manera que se libera
el citocromo c de la mitocondria, que a su vez interactuara con la procaspasa 9

para convertirla en caspasa 9, y esta activara también a las caspasas 3 y 7 71-94%-

101

Cuando la célula detecta la union del TNFa con su receptor TNFR1, pueden
activarse tres rutas diferentes. Por una parte, TNFR1 puede interactuar con IKK,
que produciré la liberacidn citoplasmatica de NF-kB!%21%, que podra translocarse
al nucleo para activar la expresion de genes antioxidantes e inflamatorios. Por
otra, se puede producir la activacion de caspasa 8, que desencadenara la ruta
previamente nombrada. Por dltimo, se puede producir la activaciéon de RIPIK,
que favorecerd la fosforilacion de RIPK3 y esta transportard a MLKL hasta el
necroptosoma, donde se llevara a cabo la necroptosis. La activacién de una ruta
u otra depende de la activacion de la proteina TAKI1 (transforming growth factor
beta-activated kinase 1), que fosforilard a RIPK1 si detecta niveles altos de

RIPK382,104,105 .

d. Estrés oxidativo y muerte celular

Como ya se ha mencionado, los tres tipos mas importantes de muerte celular son
la apoptosis, la necrosis/necroptosis y la autofagia. Todos ellos estan fuertemente

vinculados a la presencia de estrés oxidativo.

NF-kB es un factor de transcripcion que se activa en presencia de ERO, y

promueve la activacion de distintas rutas de muerte celular3102106107,

Las evidencias indican que NF-kB actua como mediador en la expresion de
p62/sqstml. p62 es una proteina que juega un papel central en varias rutas de
sefalizacion, ya que acttia como adaptador de distintos procesos celulares. Por

una parte, esta molécula posee un dominio asociado a ubiquitina (UBA), que
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controla el sistema ubiquitin-proteasoma (UPS) y, por otra, una regioén de
interaccion con la proteina de cadena corta asociadas a microtubulos (LC3)
denominada LIR, que controla la ruta autofagia-lisosoma (ALP) 40105108113 E] UPS
se encarga de degradar proteinas o agregados de proteinas de vida corta,
mientras que el ALP tiene como funcion la degradacion de proteinas de vida
larga u organulos celulares que se encuentran en mal estado. Por esto, p62 actiia

como punto de union entre las vias de degradacion proteasémicas y lisosdémicas.

Por otra parte, la expresion de p62 estd intimamente relacionada con la
transcripcidon de Nrf2, puesto que posee un ARE. Ademads, p62 también se une a
Keapl gracias a su dominio KIR®?!2, de manera que se favorece la liberacion de
Nrf2 para poner en marcha la expresion de otros genes antioxidantes, ya

mencionados previamente, como HO-1 o GCL%.

Por todo esto, la expresion de NF-kB induce la activacion de rutas de renovacion
celular como la autofagia. Este proceso implica la interaccion entre p62 y LC3.
LC3 tiene dos formas, la citosdlica LC3I, que permanece inactiva, y la forma
lipidica, LC3II, que se une a la membrana del fagoforo estimulando su elongaciéon
y maduracion hasta convertirse en autofagosoma'*'®. Todo este proceso
también estd controlado por diferentes proteinas denominadas proteinas
relacionadas con autofagia (Atg). Por ejemplo, la uniéon de LC3II a la membrana
del fagoforo estd catalizada por el complejo formado entre Atg5-Atgl2-
Atg16115,119—122.

Asimismo, la expresion de NF-kB estimula la separacion entre la proteina Bcl2,
que acttia como inhibidor de la autofagia, de Beclinl, que también participa en la

formacion del fagéforo®119121:123,124,

Por otra parte, NF-kB activa una ruta de supervivencia antiapoptdtica, que
incluye la expresion de genes antiapoptoticos, hasta producir la supresion de la
ruta de muerte celular estimulada por TNFa. El TNFa es una proteina del grupo
de las citoquinas, liberada por las células del sistema inmune, que interviene en
la inflamacion y la apoptosis. La activacion de TNF implica la formacion del

sefialosoma, que consiste en el complejo formado por el receptor 1 de TNF

27



Introduccion

(TNFR1) y moléculas adaptadoras que acttian como inhibidoras de NF-«B (IKK).
IKK modula la transcripcion de NF-kB mediante la fosforilacion de su anclaje al
citoplasma, permitiendo que se libere y se transloque al nucleo para activar
distintas rutas metabdlicas. Esta ruta implica la union de TNFa con TNFR1, que

a su vez activa el complejo caspasa 8/10 765199,105125-129,

NF-kB también controla la via inflamatoria, ya que tiene la capacidad de regular
tanto positiva como negativamente la formacion del inflamasoma. Cuando se
detectan mitocondrias danadas, p62 libera sefiales proinflamatorias para activar
la formacién del inflamasoma. De esta manera, los macréfagos activados por
estas senales eliminan las mitocondrias danadas, y se previene la activacion
masiva del inflamasoma que, sumado a la liberacion de interleuquina 1 beta
(IL1B), implicaria la muerte de muchos mdas macréfagos, que ya no podrian
encargarse de procesos de renovacion, reparacion de tejidos o inmunidad
mediada. Mediante esta ruta, NF-kB proporciona una respuesta inflamatoria con
funcién de reparacion, previniendo la inflamacion a gran escala. Por otro lado, la
activacion de NF-kB también produce la expresiéon mediada de citoquinas
inflamatorias como la IL1p o la IL18. Ambas citoquinas también son utilizadas
como marcadores de autofagia, ya que la IL1[3 se expresa cuando esta activada,

mientras que la expresion de IL18 es indicativo de su inhibicion'%-132,

e. Neuroproteccion de la retina

La neuroproteccion consiste en el uso de agentes protectores que favorezcan la
supervivencia de las células del SNC presentes en la retina. Generalmente, este
término se asocia a la supervivencia de las células ganglionares, especialmente
comprometida en enfermedades como el glaucoma. Sin embargo, también se
puede considerar la existencia de una neuroproteccion indirecta, basada en el
mantenimiento de otros tipos celulares cuya funcién principal sea la proteccion

de las células del SNC presentes en la retina'®-14.,

De este modo, el EPR toma relevancia en la neuroprotecciéon ya que, como se ha
comentado anteriormente, tiene como funciones principales la nutricion y

proteccion de la capa de fotorreceptores adyacentes. Su integridad es
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fundamental para que la supervivencia de estas células no se vea comprometida,
ya que las deficiencias celulares en esta capa se ven directamente relacionadas
con la muerte de los fotorreceptores. La supervivencia de este tipo celular puede
disminuir a causa de varios factores, especialmente por la presencia de ERO, pero

también por agentes inflamatorios, por toxicidad o enfermedades hereditarias.

En cuanto a agentes neuroprotectores, se pueden diferenciar distintos tipos. Por
una parte, encontramos los neuroprotectores enddgenos, que son aquellos que se

producen de manera natural por el cuerpo humano.

Por ejemplo, el factor derivado del epitelio pigmentario (PEDF) es una proteina
de aproximadamente 50 kDa expresada principalmente por el EPR, aunque
también por las células de Miiller. Su funcion principal es controlar la produccion
del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), que favorece la
angiogénesis, aunque también esta relacionado con la respuesta antiinflamatoria
y antioxidante, ya que interacciona con el NF-kB, activando rutas de
neutralizacion de ERO. Ademas, tiene la capacidad de transportarse a través de
las diferentes capas de la retina hasta alcanzar a las células ganglionares, con el

fin de protegerlas frente agentes dafiinos!#>-14,

Asimismo, la melatonina, aunque es sintetizada principalmente por la glandula
pineal, también se expresa en los fotorreceptores. Esta molécula posee
propiedades antioxidantes que reducen el dafio oxidativo producido en la retina

a causa de la fototoxicidad125146-151,

Por otra parte, se pueden encontrar los neuroprotectores exogenos, que se
obtienen a través de la alimentaciéon o farmacos enriquecidos, de manera que el
cuerpo pueda procesarlos e integrarlos en las funciones celulares. Son varias las
sustancias con potencial capacidad protectora. Sin embargo, no todas aportan los
efectos de proteccion deseados una vez se utilizan como suplementacion en un
tratamiento. Por eso, la investigacion basica, mediante ensayos in vitro e in vivo,
permite la puesta a punto de protocolos de estandarizacion, donde se puede
reproducir de manera mds o menos realista el comportamiento de estas

sustancias. No obstante, previamente a la utilizacion de estas como farmaco, es
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necesario que se lleve a cabo un analisis exhaustivo de sus mecanismos de
actuacion para poder trasladar su uso a la practica clinica. En este respecto,
algunas de las sustancias utilizadas son los acidos grasos omega y resveratrol,
que inducen la autofagia y protegen a las células del EPR?1°1%, Asi bien, otros
neuroprotectores que se utilizan en investigacion basica, aunque su uso todavia
no ha sido trasladado a la practica clinica son el epigalocatequin galato
(EGCG)>7721571%8 que se extrae del té verde, la curcumina®1>*-1%4, extraida de la
planta Curcuma longa, la nicotinamida'®>¢, que es una forma de la vitamina B3,
la vitamina E* o el azafran!’. Asimismo, el uso de la coenzima Q10 como
neuroprotector estd dando muy buenos resultados en experimentacion basica'”!-

173, que incluso han sido demostrados en practica clinica'’.

Otra via de proteccion es la que se obtiene con el uso de luces de longitud de
onda larga, como la luz roja (600-700 nm), cuya investigacion estd en auge. A
diferencia de la luz de longitud de onda corta estd demostrado que esta favorece
los mecanismos protectores presentes en las células, estimulando la proliferacién
celular, la reduccion del estrés oxidativo y de la inflamacion, o favoreciendo la

cicatrizacion de heridas!75-183,

Otros estudios demuestran que el tratamiento con factores de crecimiento puede
aumentar la supervivencia de los fotorreceptores. Por ejemplo, el tratamiento con
el factor de crecimiento de epitelio del cristalino (LEDGF) protege frente a dafios
producidos por luz!?'84, El factor de crecimiento de fibroblastos (b-FGF) es uno
de los factores de crecimiento mas estudiados en cuanto a la accién de proteccion

celular frente a dafios oxidativos!&5-187,

3. Plasma rico en factores de crecimiento

El plasma rico en factores de crecimiento (PRGF) es derivado hematico autdlogo,
es decir, que se obtiene de la sangre del propio paciente!®-1°!. Una vez analizado
y estandarizado su procesamiento, la obtencién del PRGF es relativamente
sencilla, ya que la muestra de sangre solo requiere de una centrifugacion para

separar el plasma del resto de componentes celulares que estan presentes en ella.
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El plasma resultante es activado mediante la adicion de cloruro de calcio, que
permite la liberacion del contenido plaquetario y la formacion del codgulo de
fibrina, también utilizado como scaffold en terapias avanzadas!®. Por ultimo, se
somete a temperaturas de 56°C, para la inactivacion del sistema del

complemento.

El objetivo del procesamiento de la sangre consiste en enriquecer al plasma de
los factores de crecimiento presentes en las plaquetas, asi como la eliminacion del
componente leucocitario presente en la sangre. De esta manera, el PRGF se
convierte en un plasma que estimula la diferenciacion, proliferacion y el
reclutamiento celular, ademds de evitar las posibles reacciones inflamatorias.
Ademads, como proviene del propio paciente, no produce rechazo mediado por

reacciones inmunes.

La composicion de estos factores de crecimiento varia en funcién de la edad, el
género y la sangre de cada paciente, pero se ha demostrado que, en todos los
casos, actia estimulando la proliferacion y division celular, de manera que se

favorecen procesos de regeneracion y cierre de heridas.

Uno de los componentes principales del PRGF es el factor de crecimiento
epidérmico (EGF), que favorece la proliferacién y migracion celular, de manera
que se estimula la cicatrizacion de heridas. También posee factor de crecimiento
fibroblastico (FGF), factor de crecimiento semejante a la insulina tipo 1 (IGF-1) y
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), todos ellos con funciones
importantes en la proliferacion y migracion de fibroblastos. Asimismo, contiene

factor de crecimiento nervioso (NGF), que actiia como factor neurotrofico.

Ademas, hay estudios que demuestran que el PRGF reduce la formacion de
cicatrices en la cornea debido al balance producido entre PDGF y el factor de
crecimiento transformante 31 (TGF-B1). Este ultimo estd demostrado que
aumenta la produccion de depdsitos en la matriz extracelular, desencadenando
una respuesta fibrdtica adversa en diversas estructuras oculares y aumentando

la presion intraocular (Plo). Sin embargo, el PRGF parece tener la capacidad de
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modular la actividad de este factor de crecimiento, reduciendo la fibrosis tisular

y favoreciendo la regeneracion celular'*1%.

a. Aplicaciones terapéuticas

Son muchos los estudios realizados en diferentes partes anatdmicas los que
avalan la efectividad del PRGF. Desde hace varios anos, se utiliza como
estimulador de cicatrizacion en procedimientos quirtrgicos maxilofaciales, como
en extracciones de piezas dentarias o en la aplicacion de implantes?*2%, Pero
también se ha utilizado ampliamente en traumatologia, favoreciendo la

regeneracion del tejido muscular y articular tras padecer alguna lesion2020%,

A nivel ocular, el uso del PRGF como colirio ha sido empleado de manera muy
extensa para tratar patologias de la cornea. Por ejemplo, se ha utilizado como
tratamiento para enfermedades crénicas, como los defectos epiteliales
persistentes (DEP), favoreciendo y estimulando la division de las células madre
del limbo corneal para el cierre de heridas, como humectante en enfermedades
como el ojo seco, o como tratamiento para la conjuntivitis cicatricial®®-?!!. Sin
embargo, también se han encontrado evidencias de que el PRGF en modo de
colirio puede difundir hacia capas mas internas del ojo, disminuyendo la Plo.
Estas caracteristicas podrian ser muy utiles en el tratamiento de enfermedades
como el glaucoma, ya que también se ha demostrado que tiene capacidad

antiinflamatoria.

Una nueva via de aplicacion del PRGF en retina comienza a vislumbrarse. Hasta
la fecha, se ha utilizado el PRGF como tratamiento en el caso de agujeros
maculares muy concretos, mediante el uso de membranas hechas de PRGF,
mostrando resultados alentadores, pero que requieren de un estudio en mayor

profundidad.

4. Laluz

Laluz es una parte del espectro electromagnético (EEM). De menor a mayor, este
EEM comprende desde rayos gamma o rayos X, seguidos por la radiacion

ultravioleta (UV), la luz visible y la radiacion infrarroja, hasta las ondas de radio.
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mayor frecuencia Espectro Visible menor frecuencia
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longitud de onda (nm)
Figura 4. Esquema del espectro visible

a. Espectro visible

Se denomina luz visible a aquella porcion de luz captada por el ojo humano que
tiene la capacidad de transportarse tanto por el aire como por el vacio. Este tipo
de luz comprende desde los 400 nm hasta los 780 nm de longitud de onda y esta
formada por diferentes fracciones de luz de longitudes de onda diversas. Se
compone de fotones, particulas sin masa, que tienen caracteristicas fisicas de

comportamiento dual onda-particula.

El color de la luz corresponde a la percepcion del sistema visual humano en
funcién de su longitud de onda. En este respecto, las longitudes de onda mas
corta corresponden con el espectro visible azulado, mientras que las de longitud
de onda mas largas son de color rojo, pasando por una gama de colores del verde,
amarillo o naranja. Una manera de cuantificar el color de una luz es mediante el
uso de grados Kelvin (K). Esta medida se calcula en base a la cantidad de luz que
refleja un cuerpo negro en un rango de 1000 a 9000 grados K, siendo aquellas mas
azuladas las que corresponden con temperaturas mas altas y las mas calidas a

temperaturas mas bajas.

La luz esta definida por su rango de emisién del EEM en nm y por su potencia
(W). La potencia corresponde a la energia que transportan las ondas por unidad
de tiempo, denominado flujo radiante. La intensidad, por otra parte, corresponde
a la cantidad de flujo que emite una fuente por unidad de angulo sdlido, y se
mide en vatios (W) por estereorradian. La irradiancia se corresponde con la
magnitud que mide la potencia incidente expresada por unidad de superficie

(W/m2).
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La interaccion de la luz con la materia produce diversos efectos dpticos, entre los
que se encuentran la refraccion, que consiste en la modificacion en la direccion y
velocidad de la luz al cambiar el medio de propagacion, la difraccion, en la que
se produce una desviacion de la luz al pasar por el borde de un cuerpo oscuro o
la absorcion, en el que la materia capta la luz. En el caso de la absorcién optica,

los materiales negros absorben la luz mientras que los blancos la reflejan.

En las ultimas décadas, la exposicion del ser humano a la luz artificial ha
aumentado de manera exponencial. El cambio en el estilo de vida de la poblacion
ha producido que se haya pasado de una exposicion principalmente a luz
natural, con un rango de horas de iluminacion mas restrictivo, a una exposicion
a luz artificial, mas directa y con un margen horario mucho mayor. Actualmente,
la gran mayoria de los hogares poseen electricidad que proporciona luz artificial
de manera inmediata. Asimismo, los avances tecnoldgicos han permitido el
desarrollo de aparatos electronicos, como los ordenadores o los teléfonos
moviles. Sin embargo, el uso continuo de estos dispositivos también puede
suponer un perjuicio, ya que producen fatiga ocular ademds de emitir, la

mayoria, luz de longitud de onda corta!37176112124138:205212.213,

b. Fototoxicidad

Las fuentes de produccion de luz artificial son muy variadas. No obstante, en los
ultimos afios las mas utilizadas han sido las fuentes de tipo LED. Este tipo de
dispositivo se constituye de un material semiconductor con dos terminales, que
emite la luz por un mecanismo de electroluminiscencia. La corriente eléctrica que
pasa por los terminales hace que los electrones cambien de nivel de energia
mientras se desplazan por el material semiconductor, produciendo la liberacion
de fotones. A diferencia de otras fuentes luminosas artificiales, los LED ofrecen
grandes ventajas, entre las que se encuentran la larga durabilidad, una alta
eficiencia de conversion, baja irradiacion de calor y la emisiéon de un rango
estrecho en la longitud de onda. Por todas estas caracteristicas, se han convertido
en una fuente muy utilizada en las pantallas de dispositivos electronicos, asi

como foco de iluminacién ambiente.
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Sin embargo, las fuentes luminicas artificiales tienen una composicion espectral
diferente a la solar. Ademas, hay que tener en cuenta otro factor denominado
contaminacion luminica, que hace referencia a la alteracion de la oscuridad
natural del medio nocturno producida por una fuente de luz artificial. Este efecto
es uno de los problemas ambientales mas importantes, especialmente en los
centros urbanos de los paises desarrollados, ya que presenta un gran impacto
negativo tanto en los ecosistemas como en la salud humana. Esto, combinado con
la exposicion prolongada a la iluminacion interior, asi como a otras fuentes
luminicas procedentes de dispositivos electrénicos, implica la exposicion casi

permanente a radiaciones de luz.

Las distintas estructuras del ojo tienen la capacidad de absorber y transmitir
diversas longitudes de onda provenientes de la luz. La cornea, por ejemplo,
absorbe longitudes de onda por debajo de 280 nm, aumentando su transmitancia
de manera drastica a partir de los 380 nm. El humor acuoso presenta
transmitancia entre los 220 y 2400 nm. El cristalino presenta transmitancia a
partir de los 300 nm. Sin embargo, estos valores pueden verse modificados en
funcion de su transparencia, que va disminuyendo con el paso del tiempo. Por
otro lado, el humor vitreo permite una transmitancia entre los 300 y 1400 nm. Es
necesario que parte de esta radiacion llegue hasta la retina sin sufrir ningun tipo
de modificacion, para que se produzca el proceso de formacién de imagenes en
el cerebro. Sin embargo, también es importante que se lleve a cabo la filtracion

de la luz por las capas previas, para evitar que la luz UV incida en la retina?"“.

Por tanto, de media llegan a la retina radiaciones luminicas de longitudes de
onda desde los 380 hasta los 1400 nm, entre los que se encuentran las luces del
espectro azul (400-500 nm). Este tipo de luz, aunque también esta presente en la
radiacion solar, corresponde a la porciéon mayoritaria de la luz artificial. Debido
a la alta exposicion luminica a la que la sociedad en general estd sometida, una
gran parte de radiacion de longitud de onda corta llega a la retina. Esto conlleva
el aumento de la produccion de ERO por parte de las células, asi como la
activacion de distintas cascadas enzimaticas que promueven el dafio al ADN

mitocondrial. Los conos y bastones absorben la luz de manera selectiva. Por
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ejemplo, la rodopsina, que es un pigmento sensible a luz presente en los conos y
bastones, es sensible a la luz azul. Esta, cuando detecta la luz azul, aumenta la
expresion de varios productos secundarios (por ejemplo, el cromoforo all-trans-
retinal) produciendo fototoxicidad mediante el aumento en la produccion de

ERO?5,

Asimismo, las mitocondrias también absorben luz del espectro visible. Por
ejemplo, la proteina mitocondrial citocromo c oxidasa, que estd asociada al
complejo IV, absorbe luz azul de entre 400 y 410 nm. La riboflavina, que forma
parte de numerosos sistemas enzimaticos, tanto del citoplasma celular como de
las mitocondrias, tiene un espectro de absorcidon de entre 420-520 nm, e induce la
oxidacion de numerosas sustancias, asi como la produccion de perdxido de

hidrogeno?t.

Diversas investigaciones enfocadas en determinar el mecanismo de accién de la
luz azul a nivel mitocondrial sugieren que esta ejerce una acciéon combinada en
varios de los complejos de la cadena de transporte de electrones,
desencadenando diversos eventos celulares que conllevan a la muerte celular por
apoptosis y necroptosis. Asimismo, la exposiciéon a luz azul también promueve
la fragmentacion del ADN y probablemente a la activacion de caspasa-3 u otras
proteinas asociadas, como Bcl-2. Sin embargo, hay que tener en cuenta que la
fototoxicidad derivada de la exposicion de este tipo de luz depende de otros
factores como la intensidad, el tiempo de exposicion y la existencia de patologias

previa5150,215,217—221 .

5. Modelos in vitro e in vivo para el estudio de patologias
retinianas

La investigacion basica es una herramienta muy util para evaluar y analizar, de
manera mas o menos sencilla, las respuestas de los organismos frente a
determinados estimulos. Para ello, la investigacion se puede dividir en dos
grandes grupos basados en la diana de experimentacion: modelos in vitro y

modelos in vivo.
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Los modelos in vitro se llevan a cabo sobre uno o varios tipos celulares, ya sea
sobre lineas preestablecidas o en cultivos primarios, que se mantienen en
condiciones ambientales controladas. El objetivo de la experimentacion in vitro
es reproducir mediante el uso de cultivos celulares las respuestas frente a
diversos estimulos, con el objetivo de obtener conocimientos que mas tarde seran
trasladados al siguiente nivel de investigacion, la experimentacion in vivo. Este
tipo se lleva a cabo en animales de experimentacidn, por lo que su uso requiere
de una puesta a punto mas controlada, con el fin de mantener el principio ético

de las tres erres (reducir, reemplazar y refinar).

Son muchas y muy variadas las investigaciones bdsicas que aportan
conocimientos traslacionales para la practica clinica, ya que es una manera
sencilla de llevar a cabo la puesta a punto de protocolos terapéuticos, que mas

tarde serdn puestos en préctica en seres humanos.

Como se ha comentado anteriormente, la DMAE es una enfermedad que tiene
como consecuencia la pérdida de vision por la muerte de las células de la macula.
Esta muerte puede ser desencadenada por varios factores, entre los que se
encuentran la acumulacion de estrés oxidativo o la neovascularizacién. Por esto,
hay diversos modelos, tanto in vitro como in vivo, que reproducen algunas de

estas condiciones.

Como modelos de estrés oxidativo, el uso de peréxido de hidrégeno (H20:z) como
agente oxidante es muy comun, ya que aumenta la produccién de ERO,
activando rutas antioxidantes, como la de Keapl-Nrf23110117.165222-226 " Por otra
parte, existen también determinados compuestos con la capacidad de bloquear
de manera especifica complejos de la cadena de transporte de electrones. En la
actualidad, algunos de los mas utilizados son la rotenona, que bloquea al
complejo [76227-2%, ]a antimicina, que bloquea al complejo III 2234 o la azida sddica,
que bloquea al complejo IV»5>2¥, Sin embargo, también hay otros agentes que
bloquean a la ATP-sintasa mitocondrial, como la oligomicina?®?* o Ia
diciclonexilcarbodiimida (DCCD)*4?%>, Asimismo, otros modelos se basan en la

estimulacion de la respuesta inflamatoria, utilizando compuestos como LPS
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(lipopolisacarido)#3103246250 o JEN-y (interferon-gamma)!342!, que, ademas de

inflamacion, también aumentan el estrés oxidativo en células de la retina.

La hipoxia también ha demostrado ser una de las causas de enfermedades
neurodegenerativas. Por eso, algunos de los modelos desarrollados en
investigacion son los basados en el factor de transcripcion HIF-1 (hypoxia-
inducible factor 1), que aumenta la expresion de VEGF, estimulando la
neovascularizacion de la retina y favoreciendo la aparicion de enfermedades
como DMAE"33271125212252-254 - Otros modelos de hipoxia se basan en la
disminucién del aporte de oxigeno a los cultivos celulares o la deprivacion de
sustrato, lo cual produce un aumento en la permeabilidad de la BRB (blood-retina
barrier), favoreciendo la acumulacién de fluidos y contribuyendo a la

degeneracion celular por aparicion de edema y compresion®.

Algunos modelos de investigacion se basan en la modificacion genética,
bloqueando o induciendo la expresidon de determinados genes. Estos modelos se
pueden utilizar tanto in vitro como in vivo. En experimentacion in vitro, la técnica
de transfeccion es muy utilizada, ya que permite el bloqueo génico mediante el
uso de pldsmidos, que modifican de manera especifica la expresion de
determinados genes®#2°6-2%8, Por ejemplo, el bloqueo de la expresion de VEGF es
muy utilizado para estudiar tratamientos contra la DMAE humeda o
exudativa?4?*2¢l, En experimentacion in vivo, el uso de animales knockout para
determinados genes es también muy comun?®80%6252262268_ Por ejemplo, algunos
de estos genes bloqueados son los de la SOD-1 (superdxido dismutasa-1) o Nrf-
2, dos grandes agentes antioxidantes. A continuacidn, estos animales pueden ser
expuestos a otras condiciones toxicas, como a luz azul, de manera que se facilita
el estudio del comportamiento celular de un individuo con DMAE frente a la

accion de otro agente danino.

En experimentacién in vivo, otros modelos se basan en el dafio producido por
laser, ya que estimula la neovascularizacion y reproduce las condiciones de la

DMAE?*!, o a través del uso de yoduro de sodio (NAIOs), ya que produce estrés
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oxidativo y estimula las rutas apoptoticas mediante la produccion de caspasa 3,

7y 8 y la activacion de rutas necroptdticass 84212269,

Ademads, también hay factores ambientales que pueden influir negativamente en
la evolucion de enfermedades neurodegenerativas, como la exposicion
prolongada a luces de longitud de onda corta. Por eso, los modelos de
fototoxicidad han ganado protagonismo en los ultimos afios; debido a la alta
exposicion a luz artificial a la que estamos sometidos. Mediante estos modelos,
se pueden determinar las distintas longitudes de onda, intensidades o el tiempo
de exposicion de diversas fuentes luminicas que producen alteraciones en las
células, con el fin de analizar el comportamiento celular y su respuesta frente a
diversos agentes protectores. Gracias a esto, se conoce que las longitudes de onda
corta (400-500 nm) corresponden a la parte nociva de la luz, ya que producen
reduccion en la viabilidad celular, aumento del estrés oxidativo o inflamacién, y
que las longitudes de onda larga (600-700 nm) protegen a las células mediante la

estimulacion de la proliferacion o reduciendo el dafio oxidativo.

Debido a la implicacion del estrés oxidativo en el desarrollo de enfermedades
como la DMAE, y basandonos en la literatura, en esta tesis doctoral se han
desarrollado varios modelos de estrés oxidativo, principalmente de
fototoxicidad, en células de epitelio pigmentario de retina con deprivaciéon
parcial de sustrato, con el fin de analizar la respuesta retiniana frente a un dano
producido por luz azul o por agentes que bloquean la cadena de transporte de
electrones mitocondrial en presencia de un agente protector, como el PRGF, en

una enfermedad neurodegenerativa como la DMAE.
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Justificacion

Las enfermedades neurodegenerativas son una de las mayores causas de pérdida
de calidad de vida del ser humano. Por ello, es de vital importancia estudiar sus
mecanismos de accion, para encontrar, asi, una via terapéutica que permita

paliarlas.

En este respecto, el sistema visual, ademas de proporcionar a los seres vivos
informacion sobre el entorno que los rodea, actia como una ventana del SNC.
Por eso, mediante el estudio de enfermedades neurodegenerativas del ojo, se

puede obtener un conocimiento traslacional, que permita analizar otras

enfermedades del SNC.

Entre estas enfermedades neurodegenerativas, se encuentra la DMAE. Esta
patologia, que se presenta en dos formas, reduce la calidad en la visiéon de las
personas que la padecen ya que afecta a la macula, zona de la retina encargada

de producir imagenes de maxima definicion.

En los ultimos afios, se ha puesto de manifiesto la utilidad del uso de factores de
crecimiento como terapia para tratar diversas enfermedades. En este respecto, el
PRGF, que es un derivado hematico autélogo, ha demostrado ser una buena
alternativa para tratar patologias corneales, como defectos epiteliales u ojo seco.
Su accion, basada en la estimulacion de la regeneracion celular o la reduccion de
la inflamacidn, podria ser una alternativa ttil para tratar patologias retinianas

como la DMAE.

Por todo esto, es pertinente y queda justificado el estudio del efecto del empleo
del PRGF en un modelo experimental de fototoxicidad, como via terapéutica para
tratar enfermedades neurodegenerativas como la DMAE, con el fin de mejorar la

calidad de vida de las personas que la padecen.
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Hipotesis

El PRGF protege a las células del EPR frente al estrés oxidativo y la muerte
celular, mediante la estimulacion de mecanismos de proteccion, como los
sistemas antioxidantes y la autofagia, promoviendo la conservacién de la

integridad celular y funcionalidad de la retina.
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Objetivos

Los objetivos de esta tesis doctoral son los siguientes:

1. Profundizar en el estudio del efecto fototdxico de la luz azul sobre células del

EPR.

2. Evaluar el efecto protector del PRGF en el EPR en modelos in vivo y ex vivo tras

la accion oxidante de la luz azul.

3. Evaluar la acciéon protectora del PRGF sobre los diversos complejos
mitocondriales en modelos de dafio causados por la luz azul, la rotenona y la

azida sodica.

4. Evaluar la accion del PRGF en la estimulacion de vias de regeneracion celular,

como la autofagia, tras un dafio producido por luz azul.

5. Evaluar el efecto protector del PRGF en la funcionalidad retiniana en un

modelo in vivo de dano por luz azul.
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Animales, material y método

1. Animales

Todos los procedimientos fueron llevados a cabo siguiendo el Statement for the
Use of Animals in Ophthalmic and Vision Research de ARVO vy siguiendo la
normativa nacional para el uso de animales de experimentacion incluidas en el
Real Decreto 53/2013 (Ley 32/2007), asi como las normativas europeas (Directiva
2010/63/UE sobre la proteccion de los animales utilizados para fines cientificos).
Ademads, cuenta con la autorizacion del comité ético de experimentaciéon en
animales de la Universidad de Oviedo (Oviedo, Principado de Asturias, Espafia)
y la Consejeria de Desarrollo Rural y Recursos Naturales del Gobierno del

Principado de Asturias, con el nimero de referencia PROAE 17/2017.

Los experimentos fueron llevados a cabo en ratas macho de la cepa Wistar de
alrededor de 500 gramos de peso. Los animales fueron divididos en diversos
grupos de estudio, en funcién tanto del tratamiento recibido como del tipo de

experimento.

Los animales fueron mantenidos en condiciones de alimentacidon y bebida ad
libitum y con un régimen luminico de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. El
régimen de exposicion, de cuatro horas a la luz azul en los animales
correspondientes, se realizd durante las horas de iluminacién estandar, con el

objetivo de no alterar los ciclos de los animales

Antes de cada procedimiento invasivo, los animales fueron anestesiados con una
mezcla de ketamina/xilacina 80/10 mg/kg de peso con una inyeccion
intraperitoneal. A continuacidn, se realizé una segunda inyeccion con 1/3 de la
dosis inicial para asegurar que los animales se mantuvieran dormidos durante,

al menos, una hora.

Al finalizar cada experimento, se les realizé la eutanasia y las muestras fueron

recogidas para su posterior procesamiento.
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2. PRGF

De acuerdo con la declaracion de Helsinki, se extrajo la sangre de 4 donantes
sanos (mujeres, media de edad 33 + 7 afios), que se coloco en tubos de 9 ml con
3.8% de citrato de sodio. La sangre fue centrifugada siguiendo el protocolo
estandarizado de obtencion, para poder recoger el plasma completo a
continuacién, evitando coger la capa de la serie blanca. Después, se anadio
cloruro de calcio para la activacion del fibrindgeno y se mantuvo a 37°C durante
aproximadamente 30 minutos o hasta que se observo la formacién del coagulo.
El sobrenadante fue recogido y expuesto a 56°C durante una hora para inactivar
el sistema del complemento. Por ultimo, el plasma fue filtrado, dividido en

fracciones alicuotas y mantenido a -20°C hasta su uso (menos de seis meses).

3. Cultivos celulares

Para los cultivos celulares, se utilizé la linea celular humana inmortalizada
ARPE-19 (ATCC® CRL-2302™, Manassas, VA, USA), que se dejo crecer en medio
de cultivo DMEM-F12 (Thermo Fisher Scientificc Waltham, MA, USA),
suplementado con 2% de antibidtico penicilina/estreptomicina y suero bovino
fetal (SBF) al 10%, en condiciones controladas (5% CQO2 a 37°C). Se sembraron
10x10* células/ml del cultivo celular en placas de 96 pocillos o frascos T75 en
funcion de los ensayos a realizar. Después de que las células se hubieran asentado
(aproximadamente 24 horas en caso de placas de 96 pocillos y 72 horas en el caso

de los frascos T75), las muestras fueron expuestas distintos tratamientos.

Para los tratamientos con luz, se utilizaron LED de luz azul (465-475 nm). La
temperatura fue monitorizada para que se mantuviera a 37°C. En todos los casos,
las células recibieron un pre-tratamiento de oscuridad de una hora con el medio

correspondiente para favorecer su asentamiento.

Para los tratamientos con azida sodica y rotenona, la concentracion seleccionada
del agente fue 5 mM y 1 uM, respectivamente. En todos los casos, las células
recibieron un pre-tratamiento sin agente nocivo de una hora con el medio

correspondiente para favorecer su asentamiento.
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4. Viabilidad celular

La viabilidad celular fue medida mediante el ensayo de reduccion basado en el
bromuro 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolio (MTT) (M2128,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). En este ensayo, el MTT es reducido
principalmente por la accion enzimatica de deshidrogenasas mitocondriales y
otras enzimas citosdlicas, dando como producto final de la reaccién la sal
formazan, que es una sal insoluble en agua de color morado. En resumen,
después de que las células fueron tratadas con sus respectivos medios, se afiadio
MTT disuelto en medio de cultivo con SBF 1% a una concentracion final de 0.5
mg/mL durante 75 minutos a 37°C. Una vez transcurrido ese tiempo, se retir6 el
medio y se solubilizo el MTT reducido afiadiendo 100 pl de dimetilsulféxido
(DMSO) (D4540, Sigma-Aldrich) a cada pocillo. Después de 5 minutos de
agitacion de las placas, se midio la densidad dptica de los cristales solubilizados
utilizando un lector de placas automatizado (PerkinElmer 2030 Multilabel

Reader, Victor X5, Waltham, MA, USA) a 570 nm de longitud de onda.

5. Estado mitocondrial: JC-1

Para los analisis del estado mitocondrial, las células fueron incubadas con JC-1
(T3168, Sigma-Aldrich) a una concentraciéon de 1.5 ug/mL diluido en medio de
cultivo durante 30 minutos en condiciones de 37°C, 5% CO2 y oscuridad. La
acumulacion en la mitocondria de JC-1 se muestra en fluorescencia roja/naranja
(590 nm) en organulos sanos, y verde cuando esta despolarizada (530 nm). Una
vez transcurrido el tiempo de incubacion y reemplazado el medio por uno fresco,
se tomaron imagenes de fluorescencia en el microscopio de fluorescencia Leica
DMI6000B (Leica microsystems, Wetzlar, Alemania) y se cuantificaron los niveles
relativos de las intensidades de verde y rojo. Las medidas se realizaron utilizando

el lector de placas PerkinElmer a las longitudes de onda de 570 y 535 nm.

6. Cuantificacion de especies reactivas del oxigeno: DHE

Para los analisis de ERO, las células fueron incubadas con dihidroetidio (DHE)

(D1168, Thermo Fisher Scientific) a una concentracion de 40 uM diluido en medio
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de cultivo durante 30 minutos en condiciones de 37°C, 5% CO2 y oscuridad.
Después, fueron lavadas dos veces con medio fresco. Las imagenes se obtuvieron
inmediatamente después con microscopia de fluorescencia/contraste. La
formacion de ERO se determind midiendo la ratio de fluorescencia de 370 a 420
nm (para los citoplasmas de células vivas) y de 535 a 610 nm (para la cromatina

de células vivas, en rojo) utilizando el lector de placas PerkinElmer.

7. Cuantificacion de GSH

La cuantificacion del GSH se realizd6 mediante la elaboraciéon de un kit de
glutation (703002, Cayman Chemical, Ann Arbor, M1, USA). Para ello, las células
ARPE-19 fueron levantadas de los frascos T75 con ayuda de una rasqueta. Tras
su recogida, fueron transferidas a un tubo de 1.5 mL, y centrifugadas. A
continuacion, el pellet depositado en la parte inferior del tubo fue
homogeneizado en 500 puL de buffer en frio y sometido a ultrasonidos durante
un minuto. Después, las células fueron centrifugadas una vez mas a 10000 g
durante 15 minutos a 4°C. El sobrenadante fue trasladado a otro tubo, al que se
le afiadieron 500 pL del agente MPA y se mezcld todo con ayuda del vortex.
Después, la mezcla se dejo reposar durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Transcurrido ese tiempo, se volvio a centrifugar a 3000 g durante 4 minutos. Se
anadieron 50 puL del agente TEAM por cada mL de muestra y se mezclaron de
nuevo con ayuda del vortex. Finalmente, se afiadieron 50 pL. de muestra y 150
uL del coctel del ensayo a cada pocillo de la placa de 96. Los niveles de GSH se
midieron en intervalos de 5 minutos durante 30 minutos a 405-414 nm en el lector
de placas PerkinElmer, y las medidas fueron calculadas con ayuda de una recta

patrén proporcionada por el kit.

8. Cuantificacion de expresion proteica por Western blot

Los analisis de cuantificacién proteica medidos mediante Western Blot (WB) se
realizan en dos fases. La primera fase consiste en la recoleccion y extraccion de
proteinas de la muestra que se desea estudiar, asi como de su cuantificacion, y la

segunda fase consta de una electroforesis para la separacion de dichas proteinas
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en funcidn de su peso molecular, seguido de un estudio por inmunodeteccion de

las mismas.

Los cultivos celulares de ARPE-19 fueron levantados por rascado de los frascos
T75. Las células fueron transferidas a un tubo de 1.5 mL, donde fueron
centrifugadas (400 g, 5 minutos). El medio de cultivo fue descartado y las células
fueron resuspendidas en un coctel de buffer de lisis (150 mM de cloruro de sodio,
1% TRITON X-100) que contiene inhibidores de proteasas (P8340, Sigma-Aldrich)
y fosfatasas (P0044, Sigma-Aldrich) a una concentracion de 2 pg/mL. Después,
fueron sometidas a tres ciclos de congelacion/descongelacidn, asi como de otros
tres ciclos de ultrasonidos de 2 minutos de duracion. Por ultimo, las células
fueron nuevamente centrifugadas a 15700 g durante 30 minutos y a 4°C para

recuperar el sobrenadante que contiene la fraccion citosdlica de las proteinas.

Para poder realizar la extracciéon de la fraccién nuclear de las proteinas, el pellet
de células remanente fue expuesto a un nuevo buffer de extraccion (HEPES,
MgClz, NaCl, EDTA, Glicerol, DTT, 0.2 mM PMSF e inhibidores de proteasas y
fosfatasas 2 pg/mL). Se incubd durante 30 minutos a 4°C agitando cada 5 minutos
la suspensién y se centrifugaron nuevamente las muestras (9000 g, 10 minutos).

Se recupero el sobrenadante como fraccion proteica nuclear.

La cantidad de proteina de cada una de las fracciones fue cuantificada utilizando
el kit basado en el 4cido bicinconinico, el QuantiPro™ BCA Assay Kit (QPBCA-
1KT, Sigma-Aldrich). Una vez conocida la concentracion de proteina existente en
cada muestra, se tomo la misma cantidad (20 pg) para cada uno de los grupos de
estudio, que se mezclo6 con buffer de muestra (2 M Tris/HCL, pH 6.8, con 8% SDS,
40% glicerol, 8% mercaptoetanol y 0.002% bromofenol) y agua destilada para el
ajuste al mismo volumen final y se calentaron hasta 95°C durante 5 minutos
(seguin las indicaciones del anticuerpo a utilizar). A continuacion, cada una de las
muestras fue colocada en una calle de geles de poliacrilamida (al 10% o al 12%)
y 0.1% SDS, dejando una de las calles para afiadir 8 uL. de marcador molecular
Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder (26634, Thermo Fisher

Scientific), y se puso en marcha la electroforesis. Una vez hecho esto, las proteinas

59



Animales, material y método

fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa (10600001, Amersham™,

GE Healthcare, Chicago, IL, USA) con un poro de 0.22 um de didmetro.

Ya sobre las membranas, se procedio al estudio por inmunodeteccidn. Para ello,
las membranas fueron incubadas durante toda la noche con los siguientes
anticuerpos primarios (ver tabla x) diluidos en tampdn con una solucion salina
de TRIS, con 0.1% de Tween-20 (TBS-T). La detecciéon fue llevada a cabo con la
incubacion con sus correspondientes anticuerpos secundarios biotinilados.
Después, las membranas se incubaron durante 1 hora con el reactivo ABC-HRP
kit (PK-6100, Vector laboratories, Burlingame, CA, US) para formar el complejo
Avidina-biotina-peroxidasa, que actuara como sustrato de la reaccion posterior.
Finalmente, se procedio al revelado de las mismas mediante la inmersién en una
solucion que contenia 3-amino-9-etilcarbazol al 0.016% en acetato de sodio 50
mM (pH 5.0) con 0.05% Tween-20 y 0.03% H202. Una vez reveladas las
membranas, se detuvo la reaccién colorimétrica con azida sodica al 0.05% en

solucion TBS-T.

La cuantificaciéon de la densidad de proteina se realizd6 con el programa

Image]/Fiji (U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

9. Cuantificacion de expresion génica por RT-qPCR

El andlisis de la expresion génica se realizo en tres fases. La primera consistio en
la extraccion del ARNm de las muestras, la segunda, en la transcripcion del
ARNm en ADNCc y, finalmente, la tercera en la que se llevo a cabo el analisis de

amplificacion mediante RT-qPCR.

Para la extraccion de ARN de cultivos in vitro, las células sembradas en frascos
T75 fueron levantadas con ayuda de una rasqueta y transferidas con su medio de
cultivo a un tubo de 1.5 mL. Después del proceso de centrifugado (1400 rpm, 5
minutos), fueron lavadas con PBS a 4°C. A continuacion, el pellet de células fue
resuspendido en buffer de extraccion. Para la linea celular ARPE-19, se utilizo el
kit Illustra RNAspin Mini kit de GE Healthcare (GE Healthcare, Chicago, IL,

USA). Para la extraccion de ARN de cultivos ex vivo, los EPR fueron separados
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del resto del ojo con ayuda de un pincel, procurando evitar su manipulacion. Por
cada muestra se necesitaron tres EPR, puesto que la cantidad de células de cada
epitelio era insuficiente para su cuantificacion, que se depositaron en un tubo de
1.5mL. A continuacidn, se afhadieron 100 ul de buffer de extracciéon y, con ayuda
de un pistilo libre de ARN, el tejido fue machacado hasta convertirse en una masa
homogénea. Las muestras fueron calentadas a 46°C durante 30 minutos,
siguiendo las indicaciones del kit Arcturus PicoPure RNA Isolation Kit (Applied
biosystems, Thermo Fischer, Waltham, MA, USA), y a continuacion
centrifugadas a 3000 g durante dos minutos. La pureza del ARN fue cuantificada
mediante la ratio de las absorbancias A260/A280 y A260/A230. Después, 5x105
microgramos del total del ARN obtenido fue convertido a ADNc con ayuda del
kit High Capacity RNA-to-cDNA (4387406, Applied Biosystems) siguiendo las
indicaciones del fabricante, durante 60 minutos a 37°C, seguidos por 5 minutos a
95°C y finalmente mantenido a 4°C. El estudio de la expresion génica se llevod a
cabo mediante cuantificacién relativa (el método AACt) en el termociclador 7500
Real-Time PCR System (Applied Biosystems), utilizando la mastermix Power
SYBR Green (4367659, Applied Biosystems). Cada una de las muestras fue
analizada por triplicado en cada uno de los experimentos. Los datos fueron

analizados utilizando el programa SDS 1.4 de Applied Biosystems.

10. Inmunohistoquimica e inmunocitoquimica

Los cultivos celulares de la linea ARPE-19 fueron fijados en metanol frio o
paraformaldehido 4% durante 10 minutos. Las copas fueron fijadas en metanol
frio durante una hora. Los ojos completos fueron fijados en paraformaldehido al
4% durante 2 horas en agitacion, tras realizar pequenios agujeros en la crnea para
facilitar la penetracion del fijador. Tras su fijacion, tanto células como tejidos
fueron lavados 3 veces en tampon fosfato salino (PBS) durante 10 minutos. Los
tejidos que fueron congelados para su procesamiento con criostato se expusieron
a un gradiente de sacarosa (15% y 20%) durante una hora respectivamente y 30%
durante una noche, para su 0ptima conservacion, previo a la inmersion en una

solucion acuosa viscosa de alcohol polivinil y polietilenglicol (OCT).
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Después de la incubacion en el correspondiente suero al 10% en PBS durante 60
minutos para el bloqueo, y de ser lavados en PBS, los cultivos fueron expuestos
durante toda la noche y a 4°C a sus correspondientes anticuerpos primarios.
Transcurrido ese tiempo, los cultivos fueron lavados con PBS y expuestos a sus
correspondientes anticuerpos secundarios durante 2 horas. Después de varios
lavados con PBS, se incubaron a temperatura ambiente con DAPI (10236276001,
Roche) (0.2 pg/mL) por 10 minutos.

Para los estudios histoldgicos, se realizd una tincion con hematoxilina-eosina
siguiendo el protocolo habitual. Para ello, las secciones del ojo fueron inmersas
en hematoxilina durante 3 minutos y lavadas con agua. A continuacion, fueron
inmersas en eosina durante 2 minutos y lavadas con agua destilada durante 1
minuto. Por ultimo, fueron expuestas a un gradiente de concentracion
ascendente de alcohol (70°, 80°, 96° y 100°), cada uno de ellos durante 20

segundos, y a xileno I 'y xileno II, cada uno de 30 segundos.

Las imdagenes se obtuvieron utilizando el microscopio de fluorescencia Leica

DMI6000B.

11. TUNEL

El TUNEL (marcado de final de corte de dUTP de Terminal deoxinucleotidil
transferasa) es un ensayo utilizado para la cuantificacién de células apoptoticas
ya que se basa en la presencia de cortes del ADN identificados por la terminal
deoxinucleotidil transferasa (TdT). En este caso, se utilizo el kit In situ cell
detection kit (1215679291, Roche, Hoffman-La Roche, Basilea, Suiza) sobre la
linea celular ARPE-19. Brevemente, el protocolo consisti6 en una
permeabilizacion de las células con triton 0.1% en PBS. Tras 2 lavados con PBS,
las muestras fueron incubadas en el TUNEL reaction mix durante una hora a
37°C. A continuacion, se procedio a una tincion con DAPI durante 10 minutos.
Tras dos lavados de 5 minutos en PBS, se tomaron imagenes de las células

mediante microscopio de fluorescencia.
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12. Electrorretinografia

Para poder analizar la respuesta de la retina a una exposicion breve de luz se
utilizo la electrorretinografia, y para ello se empled el sistema RETIAnimal

(Roland Consult, Brandenburg an der Havel, Alemania).

La retina, debido a su composicion celular, posee una zona electronegativa, que
corresponde con las capas mas externas, y una zona electropositiva, que
corresponde con las mas internas. Ademas, el globo ocular acttia como un dipolo
eléctrico, debido a la diferencia de potencial que existe entre la cornea y la parte
posterior del mismo. De esta manera, se puede estudiar el comportamiento
eléctrico del sistema una vez ha sido estimulado con una fuente luminica. Esto
queda registrado en un electrorretinograma (ERG). En el ERG se puede ver la
respuesta de los distintos tipos celulares a la luz. Sin embargo, en este caso, se
selecciond el valor obtenido de la amplitud desde el valle de la onda a hasta el
pico de la onda b, que se expresa en pv, puesto que corresponde con la respuesta
global de la retina en proporcion al drea funcional de la misma. El estimulo
luminoso fue un destello de luz emitido por un LED blanco (-30 dB, 0.003 cd/m2,
0.125 Hz).

A continuacion, los animales fueron anestesiados, como previamente se ha
descrito, y colocados en el dispositivo. Después de aplicar unas gotas de
Gonioftal (212902, Alcon Healthcare, Cornella de Llobregat, Barcelona, Espafia)
en ambas cdrneas, se colocaron los electrodos. El electrodo de tierra se colocd en
la base de la cola, los electrodos de referencia cada uno en una escépula, y los
electrodos activados en ambas cérneas. Un led blanco generd un estimulo
luminico. Las medidas fueron tomadas en condiciones escotdpicas y los animales

fueron adaptados a la oscuridad durante 16 horas.

Para controlar la presion intraocular (Plo), se tomaron medidas con ayuda de un

tonometro Tonolab (Icare Finland, Vantaa, Finlandia) en los dias 0, 10 y 30 dias.
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13. Dispositivos de luz

Todos los dispositivos de luz fueron disenados y realizados en el laboratorio.
Para ello, se wutilizaron bulbos de LED azul de 5 mm (ElectroDH,
12.675/5/AZ/C/SL) y se ensamblaron entre ellos y con resistencias de 56 (),
siguiendo un circuito determinado. Se conectaron a la corriente gracias al uso de

alimentadores a 12V de potencia.

14. Analisis estadistico

Todos los test estadisticos se realizaron en el programa GraphPad Prism version
7.0a para MAC (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Los datos fueron
comparados utilizando el test estadistico ANOVA One-way. Para el estudio
comparativo de las medias de cada uno de los tratamientos, se utilizaron las
pruebas de comparacion multiple Tukey y Sidak. El nivel de significancia se fijé

a p <0.05 para todos los casos.

64



Capitulo 1: Capacidad
antioxidante del PRGF en
modelos in vitro de
fototoxicidad por luz azul






Capitulo 1

C1.1. Introduccion

La DMAE es una enfermedad neurodegenerativa que tiene como consecuencia
el deterioro de la macula, zona de la retina encargada de producir imagenes
definidas debido a su alta densidad de células fotorreceptoras!>1318270271, E] EPR
es una capa monoestratificada de células epiteliales localizado de manera
adyacente a la neurorretina, que se encarga de abastecer de nutrientes a los
fotorreceptores, asi como de protegerlos de los posibles agentes nocivos que
puedan dafarlos. Debido a la importancia funcional de la macula, asi como del
EPR, es fundamental que su estructura se conserve intacta, puesto que una de las

consecuencias de su degeneracion es la pérdida parcial o completa de la vision.

Las causas concretas de la DMAE todavia se desconocen, aunque si se sabe que
hay factores tanto enddgenos (el envejecimiento o la predisposicion genética),

como exdgenos (la obesidad o tabaquismo), que pueden acentuar dicha afeccion.

No obstante, si que parece haber consenso en que uno de los desencadenantes de

esta patologia es la acumulacion de ERO.

Las ERO son radicales libres que se liberan en el citoplasma a consecuencia de las
diversas reacciones metabdlicas llevadas a cabo por las células. En condiciones
normales, existen mecanismos encargados de neutralizar el efecto nocivo de las
ERO. Sin embargo, hay ocasiones en las que la produccion de estas es mayor a su
neutralizacion, lo que conlleva que se acumulen en las células y, por lo tanto,

puedan causar un efecto nocivo a largo plazo?248:270.272-274,

En los ultimos afos, la exposicion excesiva a luz de longitud de onda corta,
presente en los distintos dispositivos electronicos, se ha convertido en un factor
de riesgo afiadido para tener en cuenta. Esta demostrado que la sobreexposicion
a una fuente luminica de determinadas caracteristicas en condiciones patoldgicas
puede agravar la enfermedad. Diversos trabajos de investigacion han
demostrado que la exposicion a luces LED de longitud de onda corta aumenta la
presencia de ERO vy, por lo tanto, pone en riesgo la integridad del EPR, y mas

concretamente a nivel de la macula?!7.221.223.275-279_
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Por otra parte, son varios los estudios que demuestran que el PRGF tiene una
naturaleza protectora, asi como una alta capacidad regenerativa, ya que estimula
la proliferacion y la diferenciacion celular. Asi bien, estos datos sugieren que el
PRGF podria actuar también como un agente antioxidante, protegiendo a las
células frente a agentes nocivos como las ERO, aunque los mecanismos por los

cuales el PRGF tendria esa capacidad no han sido descritos!?>9.

En condiciones basales, existe un balance en la expresion de Keap1 y Nrf2, puesto
que el primero actia como modulador del segundo. Sin embargo, cuando se
produce un aumento de las ERO, Keapl libera a Nrf2, que viaja desde el
citoplasma de la célula hasta el nticleo para poner en marcha la expresion de otros

agentes antioxidantes, entre los que se encuentran la HO-1, GSH o NQO1.

El GSH es uno de los complejos antioxidantes mas potentes de las células, ya que
es capaz de donar un proton a las ERO para estabilizarlas. De esta manera se
transforma en su forma oxidada (GSSG), que, finalmente, sera de nuevo reducida
a GSH por la GR. La expresion temprana de GSH esta controlada por la enzima
GCL, que se compone de dos subunidades: GCLM, que es la subunidad
moduladora, y GCLC, que es la subunidad catalizadora. Ademas, en el proceso
también interviene otra proteina, la GSTP1, que controla la transferencia de

compuestos hidrofdbicos y electrofilicos al GSH para poder neutralizar las ERO

53,60

La HO-1 es una enzima que se expresa en condiciones de estrés oxidativo, y que
tiene como funcién principal reducir el superdxido y otras ERO%4-50281, NQO1 es
una enzima que lleva a cabo la reduccion de dos electrones, transformando
quinonas en hidroquinonas®. También controla la degradacion ubiquitina-
independiente de p53°!. Puesto que ambas moléculas participan en la eliminacion

de agentes oxidantes, su estudio es de vital importancia.

Por todo esto, el trabajo de este capitulo se centrd en estudiar el efecto de la luz
azul en células del EPR, asi como la capacidad del PRGF para estimular los
sistemas antioxidantes presentes en las células, en un modelo experimental de

fototoxicidad.
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C1.2. Disefio experimental

Para poder llevar a cabo el estudio del posible efecto antioxidante del PRGF tras
un dafio producido por luz azul, se realizaron diversos experimentos, tanto in

vitro como ex vivo.
Estudios in vitro

Los estudios in vitro se llevaron a cabo sobre la linea de cultivos ARPE-19. Las
células fueron sembradas en placas de 96 pocillos o en frascos T75, a una
concentracion aproximada de 10x104 células/ml en medio DMEM-F12
suplementado con 2% de antibidtico penicilina/estreptomicina y SBF al 10%, en
condiciones controladas (5% CO2 a 37°C). Después de su asentamiento,
aproximadamente 24 horas tras la siembra en las placas de 96 pocillos o 72 horas
en el caso de los frascos T75, las células fueron expuestas a los siguientes

tratamientos (Tabla 1).

Tratamiento Medio Oscuridad/Luz azul
Control DMEM F12 + SBF 1% Oscuridad 19 h
Luz azul DMEM F12 + SBF 1% Oscuridad 1h/Luz azul 18h
PRGF DMEM F12 + PRGF 10% Oscuridad 19 h
Luz azul + PRGF DMEM F12 + PRGF 10% Oscuridad 1h/Luz azul 18h

Tabla 1.Grupos experimentales para ensayos in vitro

Para los estudios in vitro, se utilizd una intensidad de luz de 18 W/m?2
(aproximadamente 400 lux), puesto que corresponde con la intensidad media a

la que la poblacion actual estd sometida.

Una vez tratadas las células con su correspondiente tratamiento, se procedio a

estudiar los diferentes parametros.

e Viabilidad celular: Para analizar el efecto tanto del PRGF como de la luz
azul, asi como de la combinacion de ambos, sobre la viabilidad celular, se
llevo a cabo el ensayo de viabilidad por MTT previamente descrito (n=24).

e Estado mitocondrial y presencia de ERO: También se estudio el efecto del

PRGF y laluz azul sobre el estado mitocondrial utilizando el marcador JC-
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70

1 (n=8), asi como la presencia o ausencia de ERO, con ayuda del marcador
DHE (n=8).

Cuantificacion de GSH: Para la cuantificacion del GSH se utiliz6 un kit de
cuantificacion de glutation (n=4), previamente descrito.

Expresion génica: El estudio de la expresion génica de los marcadores
(Tabla 2) se realizé mediante RT-qPCR de dos pasos (n=4). Para la
extraccion del ARN se utilizo el kit Illustra RNAspin Mini kit de GE
Healthcare. Después, el ARN fue transcrito a ADNc con ayuda del kit
High Capacity RNA-to-cDNA (Applied Biosystems). Por ultimo, se

procedio a la amplificacion génica mediante qPCR.

Gen ID Forward Reverse
Actina NM_001101.4 5-ATTCCAAATATGAGATGCGTTGTT-3' 5-GTGGACTTGGGAGAGGACTG-3'
NQO1 NM_000903.3 5-TTGAGCGAGTGTTCATAGGAGAG-3’ 5-CCTTCTTACTCCGGAAGGGT-3'
HO-1 NM_002133.2 5-CTGGAGGAGGAGATTGAGCG-3 5-ATGGCTGGTGTGTAGGGGAT3-3'
GCLM NM_002061.3 5-AGCACTTTCTCGGCTACGATT-3' 5-GCGGGAGAGCTGATTCCAAA-3’
GLCL NM_001498.3 5-TGGAGACCAGAGTATGGGAGT-3' 5-AAGGTACTGAAGCGAGGGT-3'
GSTP1 NM_000852.3 5-AGGCCTTCGCTGGAGTTTC-3 5-CGGCCTCGAACTGGGAAATA-3
Keap1 NM_012289.3 5-CCATGAAGCACCGGCGAAGTGCC-3’ 5-GTCTGTATCTGGGTCGTAACACTCCAC-3
Nrf2 NM_00131904.1 5-TCAGTCAGCGACGGAAAGAG-3' 5-GTGGGCAACCTGTCTCTTCAT-3’

Tabla 2.Listado de oligonucledtidos utilizados en linea celular ARPE-19 para RT-qPCR

Expresion proteica: el estudio de la expresion proteica se llevé a cabo
mediante WB. Las membranas fueron analizadas mediante

inmunodeteccion de los siguientes anticuerpos (Tabla 3).
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Anticuerpo Referencia (RRID) Especie Dilucion Casa comercial
Anticuerpos primarios
Millipore Cat# MAB1501, Millipore, Burlington,
Actina Ratén 1:4000
RRID:AB_2223041 MA, USA
Lamina Santa Cruz Biotechnology Cat# sc- Santa Cruz, Dallas, TX,
Ratén 1:100
A/C 56139, RRID:AB_784270 USA
Nrf2 Abcam Cat# ab31163, RRID:AB_881705 Conejo 1:1000 Abcam, Cambridge, UK
Enzo LS, Farmingdale,
HO-1 Enzo Life Sciences Cat# ADI-SPA-894 Conejo 1:200
NY, USA
Thermo Fisher Scientific Cat# PA5- Thermo Fischer,
GCLC Conejo 1ug/mL
19702, RRID:AB_11008589 Waltham, MA, USA
Thermo Fisher Scientific Cat# PA5- Thermo Fischer,
GCLM Conejo 1:1000
29908, RRID:AB_2547382 Waltham, MA, USA
Santa Cruz Biotechnology Cat# sc- Santa Cruz, Dallas, TX,
Keap1l Mouse 1:50
514914, RRID:AB_2861131 USA
Nrf2 Abcam Cat# ab62352, RRID:AB_944418  Conejo 1:100 Abcam, Cambridge, UK
Thermo Fisher Scientific Cat# 61-7300, ThermoFisher,
Z70-1 Conejo 1:100
RRID:AB_2533938 Waltham, MA, USA
Anticuerpos secundarios
Vector Laboratories Cat# BA-9200, Vector labs, Burlingame,
Anti-raton Cabra 1:300
RRID:AB_2336171 CA, USA
Anti- Vector Laboratories Cat# BA-1000, Vector labs, Burlingame,
Cabra 1:300
conejo RRID:AB_2313606 CA, USA

Tabla 3.Listado de anticuerpos utilizados en la linea celular ARPE-19 para WB

e Ensayos inmunocitoquimicos: Para evaluar el estado celular, se realizo

una tincién por inmunofluorescencia (Tabla 4). Para ello, se siguid el

protocolo descrito anteriormente.
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Anticuerpo Referencia (RRID) Especie Dilucion Casa comercial
Anticuerpos primarios
Nrf2 Abcam Cat# ab31163, RRID:AB_881705 Conejo 1:100 Abcam, Cambridge, UK
Enzo LS, Farmingdale,
HO-1 Enzo Life Sciences Cat# ADI-SPA-894 Conejo 1:200
NY, USA
Santa Cruz Biotechnology Cat# sc- . Santa Cruz, Dallas, TX,
Keapl Raton 1:50
514914, RRID:AB_2861131 USA
Thermo Fisher Scientific Cat# 61-7300, ThermoFisher,
70-1 Conejo 1:100
RRID:AB_2533938 Waltham, MA, USA
Thermo Fisher Scientific Cat# MA1- ThermoFisher,
RPE65 Ratén 1:100
16578, RRID:AB_2181003 Waltham, MA, USA
Anticuerpos secundarios
Anti-
Catalog # A32814 Thermo Fisher
conejo ThermoFisher,
Scientific Cat# A32814, Cabra 1:300
Alexa Fluor Waltham, MA, USA
RRID:AB_2762838
488
Anti-raton
Thermo Fisher Scientific Cat# A32742, ThermoFisher,
Alexa Fluor Cabra 1:300

594

RRID:AB_2762825

Waltham, MA, USA

Tabla 4.Anticuerpos empleados en inmunocitoquimica en el modelo in vitro.

Estudios ex vivo

Los estudios ex vivo se llevaron a cabo en ratas macho de la cepa Wistar (n=40) de

unos 500 gramos de peso. Para ello, los animales fueron anestesiados y

sacrificados siguiendo el protocolo previamente descrito. Una vez enucleados los

ojos, se retiraron las cdérneas, cristalinos y vitreos. Las copas oculares fueron

colocadas sobre placas de 96 pocillos, de manera que la retina quedase expuesta

directamente hacia la luz. En este caso, puesto que se trata de tejido fresco sin

fijar ni conservar, la exposicion debia ser inferior a cuatro horas, que es el tiempo

que tarda en degradarse la retina de manera natural cuando se encuentra fuera

del cuerpo. Las copas fueron divididas en los siguientes grupos (Tabla 5). Los

grupos experimentales que recibieron luz azul fueron expuestos a una intensidad

de 32 W/m2 (aproximadamente 900 lux), durante tres horas.
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Tratamiento Medio Oscuridad/Luz azul
Control DMEM F12 + SBF 10% Oscuridad 3 h
Luz azul DMEM F12 + SBF 10% Luz azul 3h
PRGF PRGF 100% Oscuridad 3 h
Luz azul + PRGF PRGF 100% Luz azul 3h

Tabla 5.Grupos experimentales para ensayos ex vivo.

Una vez transcurrido este tiempo, las copas fueron divididas en dos grupos en

funcion del analisis:

e Expresion génica: el estudio de la expresion génica de los siguientes

marcadores (Tabla 6) se llevo a cabo mediante RT-qPCR en dos pasos

(n=24).
Gen ID Forward Reverse
Actina NM_031144.3 5-GCGTCCACCCGCGAGTACAAC-3’ 5-CGACGACGAGCGCAGCGATA-3
HO-1 NM_012580.2 5-CAGCCCCAAATCCTGCAACAGA-3’ 5-CAACATGGACGCGCCGACTACCAA-3
Nrf2 NM_001145412.3 5-ATTTGTAGATGACCATGAGTCGC-3" 5-TCCTGCCAAACTTGTCCAT-3"

Tabla 6.Listado de oligonucleétidos utilizados en ensayo ex vivo para RT-qPCR.

e Ensayos inmunocitoquimicos: para poder realizar un estudio mas
detallado, se realizaron tinciones de inmunofluorescencia de los
siguientes marcadores (Tabla 7). A continuacion, se tomaron las imagenes

con ayuda de un microscopio éptico (n=16).

73



Capitulo 1

Anticuerpo Referencia (RRID) Especie Dilucion Casa comercial
Anticuerpos primarios
Abcam Cat# ab31163, Abcam, Cambridge,
Nrf2 Conejo 1:1000
RRID:AB_881705 UK
Enzo LS,
HO-1 Enzo Life Sciences Cat# ADI-SPA-894  Conejo 1:200 Farmingdale, NY,
USA
Thermo Fisher Scientific Cat# 61- ThermoFisher,
70-1 Conejo 1:100
7300, RRID:AB_2533938 Waltham, MA, USA
Thermo Fisher Scientific Cat# MA1- ThermoFisher,
RPE65 Raton 1:100
16578, RRID:AB_2181003 Waltham, MA, USA
Anticuerpos secundarios
Catalog # A32814 Thermo Fisher
Anti-conejo ThermoFisher,
Scientific Cat# A32814, Cabra 1:300
Alexa Fluor 488 Waltham, MA, USA
RRID:AB_2762838
Catalog # A32742 Thermo Fisher
Anti-conejo ThermoFisher,
Scientific Cat# A32742, Cabra 1:300
Alexa Fluor 594 Waltham, MA, USA
RRID:AB_2762825
Anti-raton Thermo Fisher Scientific Cat# ThermoFisher,
Cabra 1:300
Alexa Fluor 594 A32742, RRID:AB_2762825 Waltham, MA, USA

Tabla 7.Listado de anticuerpos en ensayo ex vivo para tincion por inmunofluorescencia

C1.3.

Resultados

e FEstudios in vivo

Para poder determinar el porcentaje de células vivas, se realizé el ensayo de
viabilidad por MTT. Los resultados obtenidos con este experimento mostraron
(Figura 5) que la viabilidad celular se redujo aproximadamente un 20% con
respecto al valor control en presencia de luz azul. Sin embargo, el PRGF por si
solo no produjo ninguna alteracién en el ntiimero de células vivas y, en
combinacion con la luz azul, los niveles de viabilidad se restablecieron

comparando con los basales.
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Figura 5. Ensayo de viabilidad (MTT) en ARPE-19 (n=24). La luz azul produjo una disminucién
en la viabilidad celular estadisticamente significativa con respecto al tratamiento control. El
PRGEF, por el contrario, no produjo toxicidad y, en combinacién con la luz, restablecié los
niveles de viabilidad celular a los del control. ANOVA One-way, test Tukey de comparacion
multiple, ** p < 0.05, *** p < 0.01.

El estado mitocondrial se determind gracias al uso del agente JC-1 (Figura 6). Los
resultados mostraron que la luz azul redujo de manera significativa la actividad
mitocondrial. Para analizar la presencia de ERO, se utilizé el agente DHE. Los
resultados obtenidos mostraron que la luz azul aumenté de manera significativa
la presencia de estrés oxidativo, mientras que el PRGF, tanto en combinacién

como solo, la redujo.
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Figura 6.(A) y (C) Cuantificacion de la actividad mitocondrial de ARPE-19 determinado por el

marcador JC-1. Los resultados mostraron que la luz azul disminuy¢ la actividad mitocondrial,

mientras que, combinada con PRGEF, los niveles fueron restablecidos (n=8). (B) y (D) Presencia

de ERO en cultivos de ARPE-19 determinado por el marcador DHE. Los resultados mostraron

que la luz azul aument? la presencia de ERO, mientras que, combinada con PRGF, la presencia

de agentes oxidantes se redujo de manera significativa (n=8). ANOVA One-way, test Tukey de
comparacion maltiple, * p < 0.5, ** p <0.05. Barra de escala 50 pm.

Para poder analizar el estado del tejido, se realizd una tincion del marcador de
zénula occludens, ZO-1. (Figura 7) Los resultados mostraron que una reduccién de
su marcaje en presencia de luz azul, que fue recuperada en presencia de PRGF.
Ademas, también se pudo ver un marcaje en la zona nuclear. Por ello, se realiz6
un western blot de la fraccién nuclear (Figura 8), para poder analizar si
efectivamente ese marcador se estaba expresando en la zona del nucleo. Los

resultados mostraron un aumento de la expresion de este marcador en la fraccién

nuclear.
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Figura 7. Inmunofluorescencia en ARPE-19 de los marcadores ZO-1 (verde) y DAPI (azul). La
expresion de ZO-1 se redujo en presencia de luz azul y se recuperd en el tratamiento combinado
con PRGF. Barra de escala 50 pm.
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Figura 8. Cuantificacion de la expresion proteica de ZO-1 por WB en cultivos de ARPE-19. Los

resultados mostraron que el PRGF produjo un incremento significativo con respecto al control.
ANOVA One-way, test Tukey de comparacion multiple, * p <0.5.

Expresion relativa de ZO-1/Lamin A/C

También se llevé a cabo una tincion del marcador RPE65 (Figura 9), especifico para
las células del EPR, ya que esta proteina es la responsable de la conversion de all-
trans-retinil a 11-cis-retinol durante la fototransduccion. Los resultados
mostraron una reduccion en el marcaje de esta proteina en presencia de luz azul,

que fue recuperada en presencia de PRGF.

78



Capitulo 1
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Figura 9.Inmunofluorescencia en ARPE-19 de los marcadores RPE65 (rojo) y DAPI (azul). La
expresion de RPE65 se redujo en presencia de luz azul y se recuperd en el tratamiento
combinado con PRGF. Barra de escala 50 pm.

Los resultados obtenidos de la cuantificacion de GSH (Figura 10) mostraron que
este disminuy6 en presencia de luz azul, mientras que el PRGF, tanto en

combinacién como solo, produjo su acumulacion.
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Figura 10. Cuantificacion de los niveles de GSH en cultivos de ARPE-19. Los resultados
mostraron que la luz azul redujo los niveles de GSH, mientras que el PRGF, tanto solo como
combinado, produjo su aumento. ANOVA One-way, test Tukey de comparaciéon multiple, * p <
0.5, ** p <0.05.

Para poder comprender mejor el proceso, también se analizaron los patrones de
expresion, tanto molecular como proteico, de las enzimas catalizadoras de la
sintesis del GSH, GCLM y GCLC. Los resultados obtenidos mediante qPCR
(Figura 11) mostraron que la luz azul aumentd la expresion de ambas
subunidades enzimadticas. Sin embargo, el PRGF, tanto solo como en
combinacion con la luz, la disminuyd. Por otra parte, el estudio proteico llevado
a cabo mediante WB mostrd un patron de expresion diferente. En este caso, en el
andlisis de expresion de ambas subunidades se pudo observar un aumento
significativo en presencia de PRGF. Este resultado se puede relacionar con el
obtenido en la cuantificacion del GSH, ya que en ambos casos el PRGF produce

un incremento.
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Figura 11. (A) Cuantificacion de la expresion génica relativa a actina de GCLM y GCLC por RT-
qPCR en cultivos de ARPE-19. Los resultados mostraron que la luz azul aumento6 la expresion
de ambas subunidades enzimaticas, mientras que el PRGF, tanto solo como combinado, lo
mantuvo en niveles basales. (B) Cuantificacion de la expresion proteica de GCLM y GCLC por
WB en cultivos de ARPE-19. Los resultados mostraron que el PRGF produjo un incremento
significativo, especialmente en combinacién con la luz azul. ANOVA One-way, test Tukey de
comparacion multiple, * p < 0.5, ** p < 0.05, *** p <0.01, *** p < 0.001.

También se llevd a cabo el estudio molecular de GSTP1 mediante qPCR. Los
resultados obtenidos (Figura 12) mostraron que la luz azul produjo un aumento
de su expresion, mientras que el grupo de tratamiento con PRGF no sufri6

alteraciones con respecto a los valores del control.
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Figura 12. Cuantificacion de la expresion génica relativa a actina de GSTP1 por RT- qPCR. Los
resultados mostraron que la luz azul aumento la expresion de este marcador. ANOVA One-way,
test Tukey de comparacion multiple, * p < 0.5.

Los resultados obtenidos del andlisis de expresion génica de Keap1-Nrf2 (Figura
13) mostraron que la luz azul aumentd de manera significativa la expresion de
ambos marcadores, mientras que el PRGF no la modific6 comparando con el
control. Por otra parte, se realizé un andlisis en la expresion proteica del Nrf2.
Los resultados de la expresion citoplasmatica no mostraron diferencias entre los
distintos tratamientos. Sin embargo, el estudio de la fracciéon nuclear si que
mostrd diferencias significativas, ya que ambos tratamientos con PRGF

produjeron un incremento de su expresion.
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Figura 13. (A) Expresion génica relativa a actina de los marcadores Keapl y Nrf2 por RT-qPCR.
Los resultados mostraron que la luz azul aument6 de manera significativa la expresion de
ambos genes. (B) Expresion proteica relativa a actina de las fracciones citoplasmatica y nuclear
de Nrf2 mediante WB. Los resultados obtenidos de la fraccion citoplasmatica no mostraron
diferencias entre los tratamientos. Por el contrario, en presencia de PRGF si se detect6 un
incremento de la expresion de este marcador en la fraccién nuclear. ANOVA One-way, test
Tukey de comparaciéon multiple, * p < 0.5, ** p < 0.05.

Para poder observar con mds detenimiento estos resultados, se estudiaron ambos
marcadores mediante técnicas de inmunofluorescencia (Figura 14). Las imagenes
muestran que, efectivamente, la presencia tanto de Keapl como de Nrf2 aumenta

en el tratamiento de luz azul, especialmente cuando se combina con PRGF.
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DAPI Composicion
Control .
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Figura 14. Inmunofluorescencia en ARPE-19 de los marcadores Nrf2 (verde), Keapl (rojo) y
DAPI (azul). La expresion de Nrf2 y Keapl aumenta cuando la luz azul se combina con el
PRGF. Barra de escala 50 um

También se realiz6 el estudio molecular de HO-1 (Figura 15). Estos resultados
mostraron que la luz azul aumentd de manera significativa su expresion. Sin
embargo, el PRGF combinado con la luz azul mostré unos niveles ain mas altos,

tanto en expresion génica como proteica.
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Figura 15. (A) Cuantificacion de la expresion génica relativa a actina de HO-1. Los resultados
muestran que la combinacién de PRGF con luz azul aument6 de manera significativa la
expresion de este marcador. (B) Cuantificacion de la expresion proteica relativa a actina de HO-
1. Los resultados muestran que la expresion proteica aumentd de manera significativa en el
tratamiento combinado de PRGF con luz azul. ANOVA One-way, test Tukey de comparacion
multiple, * p <0.5, ** p <0.05.

Estos resultados fueron analizados con mas detenimiento mediante un estudio
de inmunofluorescencia para este marcador (Figura 16). Al igual que lo
observado en el andlisis de la expresion génica, el PRGF en combinacion con la

luz azul incrementd la expresién de HO-1.
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Figura 16. Inmunofluorescencia en ARPE-19 de los marcadores HO-1 (verde), y DAPI (azul). La
expresion de HO-1 aumenta cuando la luz azul se combina con el PRGF. Barra de escala 50 pum.

También se analizo la expresion génica mediante RT-qPCR de NQOI1. Los
resultados obtenidos (Figura 17) mostraron que la luz azul indujo, de manera

significativa, la sobreexpresion de dicho marcador.
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Figura 17. Cuantificacién de la expresion génica relativa a actina de NQO1. Los resultados
muestran que la luz aumenta de manera significativa su expresion. ANOVA One-way, test
Tukey de comparaciéon multiple, * p < 0.5, ** p < 0.05.

Para poder analizar la integridad del EPR, se realizaron dos tinciones por
inmunofluorescencia. Por una parte, los resultados obtenidos con el marcador
Z0O-1 (Figura 18) muestran que las uniones intercelulares se ven deterioradas en
presencia de la luz, mientras que los tratamientos con PRGF mostraron

resultados similares al control.

También se analiz6 la expresion del marcador RPE65. Los resultados mostraron
(Figura 19) que la luz azul produce agujeros en el RPE, mientras que los

tratamientos con PRGF mostraron resultados equivalentes al control.
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Figura 18. Inmunofluorescencia en RPE de ZO-1 (verde). Los resultados muestran que la luz
azul reduce las uniones intercelulares, mientras que el resto de los tratamientos mantienen las
uniones intactas. Barra de escala 50 pm.

Control Luz azul

Luz azul + PRGF 10%

Figura 19. Inmunofluorescencia en RPE de RPE65 (rojo). Los resultados muestran que la luz
azul produce agujeros en la capa de RPE, mientras que el resto de los tratamientos mantienen la
integridad del epitelio. Barra de escala 50 pm.
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Para poder estudiar el efecto a nivel oxidativo de la luz azul, se analiz6 también
la expresion de los marcadores HO-1 y Nrf2. Los resultados obtenidos del
analisis de expresion de HO-1 (Figura 20) mostraron que la luz azul aumento su

expresion de manera significativa con respecto al tratamiento de PRGF y luz azul.

N
h

Luz azul

Control Luz azul PRGF Luz azul
100% PRGF 100%

Expresion relativa de HO-1/Actina

50 um

Luz azul + PRGF 10% —_

Figura 20. Inmunofluorescencia en RPE de HO-1 (izquierda) y cuantificacion de la expresion
génica relativa a actina de HO-1 por RT-qPCR (derecha). Los resultados muestran que la
expresion de HO-1 aumenta en presencia de luz azul, mientras que los tratamientos con PRGF
la reducen. ANOVA One-way, test Tukey de comparacion multiple, * p <0.5. Barra de escala 50

pm.
Los resultados obtenidos del andlisis de expresion del marcador Nrf2 (Figura 21)
mostraron un patron similar al de HO-1, ya que la luz azul aumenté su expresion

de manera significativa.
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Control Luz azul

=
L

Expresion relativa deNrf2/Actina
N

Control Luz'azul PRGF Luz'az_ul
100% PRGF 100%

Luz azul + PRGF 10%

Figura 21. Inmunofluorescencia en RPE de Nrf2 (izquierda) y cuantificacion de la expresiéon
génica relativa a actina de Nrf2 por RT-qPCR (derecha). Los resultados muestran que la
expresion de este marcador aumenta de manera significativa en presencia de luz azul, mientras
que los tratamientos con PRGF mantienen niveles similares al control ANOVA One-way, test
Tukey de comparacion multiple, * p <0.5. Barra de escala 50 pum.

C1.4. Discusion

La DMAE es una de las causas de ceguera con mayor prevalencia en personas de
mas de 65 afos'>!%18. Esta enfermedad afecta directamente al EPR, que es la parte
de la retina encargada de proporcionar nutrientes a los fotorreceptores, asi como
de protegerlos frente a los radicales libres'94270271282 T as investigaciones de los
ultimos afios han marcado la evidencia de que la luz de longitud de onda corta
del espectro del azul puede agravar este tipo de enfermedades. Se ha demostrado
que la luz azul aumenta la presencia y/o acumulacién de ERQ?7221:275-278,283-286,
Estas ERO pueden actuar directamente sobre la mitocondria, ya que son capaces
de degradar las enzimas responsables de la cadena de transporte de electrones,
impidiendo, asi, que se produzca ATP en las células y, por lo tanto,

desencadenando la muerte celular.

Sin embargo, hay varios trabajos que muestran que el PRGF puede actuar como
un agente protector. Algunos autores ponen en evidencia que el PRGF favorece
la cicatrizacidon de heridas y actiia como mediador de la inflamacién en otro tipo

de patologias oculares!#18192196,205209211,280287-294 " Por eso, durante esta tesis
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doctoral, se ha querido analizar el efecto combinado del PRGF con la luz azul, y

ver asi si este podria actuar como agente neuroprotector ante la fototoxicidad.

Los resultados in vitro mostraron que el tratamiento de luz azul redujo la
supervivencia celular comparando con el tratamiento control. Sin embargo,
cuando la luz se aplico en combinacién con PRGF, la viabilidad celular volvio a
alcanzar niveles basales. Ademas, también se pudo comprobar que el PRGF por
si solo no produjo efecto nocivo en ninguno de los pardmetros analizados. En
cuanto al estado mitocondrial, se pudo observar que la luz azul redujo el nimero
de mitocondrias funcionales comparado con el tratamiento combinado con
PRGEF. Asimismo, el resultado obtenido del tratamiento de PRGF muestra que el
numero de mitocondrias funcionales no se vio reducido ni modificado con
respecto al tratamiento control. Los resultados obtenidos con el agente DHE para
analizar la presencia de ERO mostraron que la luz azul aumento
significativamente el estrés oxidativo comparando con ambos tratamientos de
PRGEF. Estos dos experimentos muestran que el PRGF no solo no resulta tdxico
para las células a nivel mitocondrial, sino que es capaz de revertir la acciéon

oxidante de la luz azul.

Para estudiar la ruta antioxidante Keapl-Nrf2, se analizé la accion de sus
componentes principales. Keapl actiia como modulador de la expresion de Nrf2,
ya que se mantiene unido a él en el citoplasma, con el objetivo de que este
permanezca inactivo. Cuando los niveles de ERO aumentan, Keapl1 libera a Nrf2,
que se transloca al nucleo para activar la expresion de otras moléculas

antioxidantes como son GSH, HO-1 y NQOL.

Para poder determinar la accion de la GCL, se cuantificaron los niveles de GSH,
ya que es una de las moléculas antioxidantes mds importantes presente en las
células. Los resultados mostraron que la luz azul redujo los niveles de GSH. Esto
podria deberse a que el GSH le cede un protén a las ERO para estabilizarlas,
transformandose asi en su forma oxidada GSSG. Sin embargo, el PRGF, tanto
solo como en combinacion con la luz azul, produjo un aumento en los niveles de

GSH, incluso superiores a los detectados en las muestras control. Para poder
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entender mejor este proceso, también se estudiaron los niveles de expresion tanto
génica como proteica de la enzima GCL, que esta implicada en el primer paso de
la sintesis de GSH. GCL esta compuesta por dos subunidades, GCLM (subunidad
moduladora) y GCLC (subunidad catalizadora). Los resultados obtenidos por
qPCR mostraron que la expresion de ambas subunidades aumento en presencia
de luz azul. Esto concuerda con los resultados obtenidos en la cuantificacion de
GSH, puesto que la concentracion de esta molécula depende directamente de la
expresion de ambos genes. Asi bien, si observamos el patron de expresion génica
de estos dos genes en presencia de PRGF, tanto solo como combinado con luz
azul, podemos observar que se redujo. A nivel de expresion proteica, se puede
comprobar que ambos tratamientos con PRGF muestran niveles muy altos de
ambas subunidades, especialmente GCLC. Como ocurria con los niveles de GSH,
cuanto mayores son los niveles de ERO, mayor es el consumo de estas enzimas.
Para finalizar, también se estudio la expresion génica de GSTP1, que modula la
donacién de compuestos hidrofdbicos y electroliticos de GSH para proteger a las
células frente a las ERO. Los resultados moleculares mostraron que la luz azul

aumento la expresion de esta molécula y que el PRGF lo neutralizo.

Los resultados de la expresion molecular de Keapl mostraron que la luz azul
incremento su expresion. Sin embargo, el PRGF combinado con el dafio no
mostré una reduccion significativa. La expresion génica de Nrf2 también
aumentd en presencia de luz azul y se redujo, aunque tampoco de manera
significativa, en el tratamiento combinado con PRGF. Por el contrario, el conjunto
de los resultados obtenidos a nivel proteico reveld un aumento y translocacién
del marcador en presencia de PRGF, sugiriendo que el PRGF tiene la capacidad

de estimular esta ruta antioxidante.

Como se ha indicado anteriormente, la HO-1 y NQO1 participan en la regulacion
del estado oxidativo de las células. Su estudio mostrd que, a nivel génico, la
expresion de HO-1 aumentd de manera significativa en presencia de luz azul
comparando con el tratamiento control. Sin embargo, el PRGF en presencia de
luz azul mostrd niveles incluso mayores. Esto podria estar relacionado con los

altos niveles de la fraccion nuclear de Nrf2. A nivel de expresion proteica, la
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presencia de HO-1 en el citoplasma aumentd en presencia de luz azul, pero fue
aun mayor cuando se combind con PRGF. La expresion molecular de NQO1
también aumentd de manera significativa en presencia de luz azul, comparado
con el tratamiento control. Sin embargo, en este caso, el PRGF, tanto en
combinacion como de manera individual, no produjo un incremento en la

expresion.

Los experimentos realizados ex vivo mostraron una respuesta diferente a la
observada en el modelo experimental in vitro. Los resultados obtenidos en el
estudio de ZO1 y RPE65 muestran que la luz azul deteriora el estado general del
tejido, produciendo agujeros y discontinuidades entre las células, mientras que
el resto de los tratamientos lo mantienen intacto. En el caso de ZO-1, es
importante remarcar que las uniones intercelulares son determinantes para
analizar el estado del tejido, ya que son las encargadas de favorecer la
comunicacion celular. Cuando se producen agujeros entre las células, se rompe
la comunicacion entre ellas, de manera que se favorecen procesos inflamatorios

o0 de muerte celular.

Por otra parte, los resultados obtenidos para los mediadores antioxidantes, HO-
1 y Nrf2, mostraron un incremento de su expresion, tanto a nivel génico como a
nivel proteico, por la exposicion a luz azul, siendo esta revertida con el empleo
del PRGF. Algunos autores sugieren que la expresion de HO-1 muestra patrones
distintos en funcion de la especie que se esté estudiando, lo cual podria
corresponderse con los resultados observados en este estudio*#>*, Sin embargo,
también se podria considerar que la expresiéon de HO-1 sigue un patron de
expresion temporal, y que las tres horas de estudio no fueron suficiente para
poder observar el patron de expresion de esta molécula. Esto podria explicar

también el patron de expresion de Nrf2.

El conjunto de los datos recopilados en este estudio indica que la luz azul altera
el patron de expresion en todos los mediadores antioxidantes analizados, como
GCL, Keapl, Nrf2, HO-1 o NQOJI, tanto en los estudios in vivo como en los ex

vivo. Sin embargo, los resultados también muestran que el PRGF contrarresta el
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efecto nocivo de la luz de longitud de onda corta, protegiendo a las células frente
al estrés oxidativo y actuando como un agente estimulador de los sistemas

antioxidantes presentes en ellas.
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C2.1. Introduccion

La mitocondria es el organulo encargado de producir la mayor fuente de energia
de la célula. Este proceso de obtencion de energia, en forma de ATP, se denomina
fosforilacidon oxidativa, y esta dividida en dos fases: la cadena de transporte de
electrones, que estd formada por cuatro complejos, y la actividad de la ATP-
sintasa. Mediante este proceso bioquimico, la célula es capaz de producir 38
moléculas de ATP, frente a las 2 que se producen durante la glucdlisis, de manera
que es fundamental que esta cadena no sufra ninguna alteracion, ya que podria

suponer la muerte celular.

Existen diversos factores que pueden alterar la cadena de transporte de
electrones. Entre ellos, se encuentra la acumulacién de ERO, que produce la
disrupcion de alguno de los complejos que la componen y, por tanto,

interrumpiendo el flujo de electrones para la produccién de energia?27,222.264274,29-

299

El uso de inhibidores con alta especificidad para los diferentes complejos de la
cadena de transporte de electrones permite estudiar el comportamiento
mitocondrial en funcién del componente alterado permitiendo profundizar en la

buisqueda de dianas terapéuticas mas especificas.

La azida sddica (NaN3) es una sal incolora, altamente soluble en agua y muy
toxica. Esta bloquea la cadena de transporte de electrones actuando como
inhibidor del complejo IV (citocromo c¢ oxidasa)*”2*3%0-304 Algunos trabajos de
investigacion del grupo liderado por el profesor Neville Osborne muestran que
acttia activando la produccién de ERO y procesos apoptoticos dependientes de
caspasas?#3%03%, Por otra parte, la rotenona, que es un derivado vegetal, actia
inhibiendo al complejo I (NADH-ubiquinona reductasa). Se ha comprobado que
este compuesto reduce la supervivencia celular ya que activa rutas

proapoptoticas, ademds de aumentar la produccion de ERO en la

Célul 86,227,228,230,306,307
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Durante esta tesis doctoral, se ha analizado la interaccion entre la luz azul y la
célula, mostrando que aumenta la presencia de ERO, produce estrés oxidativo,
reduce la viabilidad celular o altera su funcionalidad. En cuanto a su intervencion
directa sobre la cadena de transporte de electrones, algunos autores sugieren que
posee una accion combinada sobre todos los complejos®3%-315. Asimismo, parece

que activa rutas de muerte celular tanto apoptoticas!®+3¢-318 como necroptoticas®.

Brevemente, se conoce como apoptosis o muerte celular programa al proceso
mediado por unas proteinas denominadas caspasas, que se encargan de degradar
componentes dafiados, y necroptosis al proceso de muerte celular mediado por
unas quinasas, las RIPK, que favorecen la aparicion de inflamacion y estan

relacionadas con la degradacion via necroptosoma.

Por todo esto, en este capitulo se estudia la accion oxidante de los agentes azida
sodica y rotenona, como se hizo anteriormente con la luz azul, y cémo el PRGF
puede neutralizar sus efectos. También se lleva a cabo un analisis breve de la

accion de los tres agentes en procesos de muerte celular.

C2.2. Disefio experimental

Para poder llevar a cabo el estudio del posible efecto protector PRGF tras un dafio
producido por luz azul, rotenona y azida sodica, se realizaron diversos

experimentos in vitro en la linea celular ARPE-19.

Las células fueron sembradas en placas de 96 pocillos o en frascos T75, a una
concentracion aproximada de 10x104 células/ml en medio DMEM-F12
suplementado con 2% de antibiotico penicilina/estreptomicina y SBF al 10%, en
condiciones controladas (5% CO2 a 37°C). Después de su asentamiento,
aproximadamente 24 horas tras la siembra en las placas de 96 pocillos o 72 horas
en el caso de los frascos T75, las células fueron expuestas a los siguientes
tratamientos (Tabla 8, Tabla 9, Tabla 10).
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Tratamiento Medio Oscuridad/Luz azul
Control DMEM F12 + SBF 1% Oscuridad 19 h
Luz azul DMEM F12 + SBF 1% Oscuridad 1h/Luz azul 18h
PRGF DMEM F12 + PRGF 10% Oscuridad 19 h
Luz azul + PRGF DMEM F12 + PRGF 10% Oscuridad 1h/Luz azul 18h

Tabla 8. Tratamientos de luz para experimento in vitro en ARPE-19

Tratamiento Medio
Control DMEM F12 + SBF 1% 19 h
Rotenona 1 uM DMEM F12 + SBF 1% 1h + Rotenona 1 uM 18 h
PRGF DMEM F12 + PRGF 10% 19 h
Rotenona 1 uM + PRGF DMEM F12 + PRGF 10% 1h + Rotenona 1 uM 18 h

Tabla 9. Tratamientos de rotenona para experimento in vitro en ARPE-19

Tratamiento Medio
Control DMEM F12 +SBF 1% 19 h
Azida sodica 5 mM DMEM F12 + SBF 1% 1h +Azida s6dica 5 mM 18 h
PRGF DMEM F12 + PRGF 10% 19 h
Azida s6dica 5 mM + PRGF DMEM F12 + PRGF 10% 1h + Azida sédica 5 mM 18 h

Tabla 10. Tratamientos de azida sddica para experimento in vitro en ARPE-19

Para los estudios in vitro con luz, se utilizé una intensidad de luz de 18 W/m2

(aproximadamente 400 lux), puesto que corresponde con la intensidad media a

la que la poblacion puede estar expuesta.

Una vez tratadas las células con su correspondiente tratamiento, se procedi6 a

estudiar los diferentes parametros.

Viabilidad celular: Para analizar el efecto tanto del PRGF con cada uno de
los agentes nocivos sobre la viabilidad celular, se llevé a cabo el ensayo de
viabilidad por MTT, previamente descrito (n=24).

Estado mitocondrial y presencia de ERO: También se estudio el efecto del
PRGF vy los agentes nocivos sobre el estado mitocondrial utilizando el
marcador JC-1 (n=8), asi como la presencia o ausencia de ERO, con ayuda
del marcador DHE (n=8).

TUNEL: se llevd a cabo un ensayo TUNEL para el estudio de células

apoptdticas siguiendo el protocolo descrito anteriormente.
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e Expresion génica: El estudio de la expresion génica de los marcadores
(Tabla 4) se realizé mediante RT-qPCR de dos pasos (n=4). Para la
extraccion del ARN se utilizo el kit Illustra RNAspin Mini kit de GE
Healthcare. Después, el ARN fue transcrito a ADNc con ayuda del kit
High Capacity RNA-to-cDNA (Applied Biosystems). Por tultimo, se

procedid a la amplificacion génica mediante qPCR.

Gen ID Forward Reverse
Actina NM_001101.4 5-ATTCCAAATATGAGATGCGTTGTT-3’ 5-GTGGACTTGGGAGAGGACTG-3’
TNFR1 NM_001065.4 5-CCCCTGGTCATITICITTG-3' 5-ATTTCCCACAAACAATGGAG-3'
RIPK1 NM_001317061.3 5-TGATAATACCACTAGTCTGACG-3' 5-ACAGTTTTTCCAGTGCTTTC-3'

Tabla 11. Listado de oligonucledtidos utilizados en linea celular ARPE-19 para RT-qPCR

e Ensayos inmunocitoquimicos: para poder realizar un estudio mas
completo, se realizaron tinciones de inmunofluorescencia de los siguientes
marcadores (Tabla 12). A continuacion, se tomaron las imagenes con

ayuda de un microscopio optico (n=16).
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Anticuerpo Referencia (RRID) Especie Dilucion Casa comercial
Anticuerpos primarios
Enzo LS,
HO-1 Enzo Life Sciences Cat# ADI-SPA-894  Conejo 1:200 Farmingdale, NY,
USA
Thermo Fisher Scientific Cat# 61- ThermoFisher,
70-1 Conejo 1:100
7300, RRID:AB_2533938 Waltham, MA, USA
Santa Cruz Biotechnology Cat# sc- Santa Cruz, Dallas,
RIPK3 Conejo 1:100
135171, RRID:AB_10611187 TX, USA
Millipore Cat# MAB10754, Millipore, Burlington,
Caspasa 8 Conejo 1:100
RRID:AB_10807850 MA, USA
Abcam Cat# ab13847, Abcam, Cambridge,
Caspasa 3 Conejo 1:100
RRID:AB_443014 UK
Santa Cruz Biotechnology Cat# sc- Santa Cruz, Dallas,
Caspasa 7 Raton 1:100
28295, RRID:AB_673487 TX, USA
Anticuerpos secundarios
Catalog # A32814 Thermo Fisher
Anti-conejo ThermoFisher,
Scientific Cat# A32814, Cabra 1:300
Alexa Fluor 488 Waltham, MA, USA
RRID:AB_2762838
Catalog # A32742 Thermo Fisher
Anti-conejo ThermokFisher,
Scientific Cat# A32742, Cabra 1:300
Alexa Fluor 594 Waltham, MA, USA
RRID:AB_2762825
Anti-raton Thermo Fisher Scientific Cat# ThermoFisher,
Cabra 1:300
Alexa Fluor 594 A32742, RRID:AB_2762825 Waltham, MA, USA

Tabla 12. Listado de anticuerpos usados en ARPE-19 para tincién por inmunofluorescencia

C2.3.

Resultados

Primero, se realiz6 un anadlisis de la viabilidad celular para determinar la accion

de la azida sddica y la rotenona en la supervivencia. Al igual que en los resultados

presentados en el capitulo 1 sobre la luz azul, las concentraciones de cada uno de

los agentes fueron seleccionadas para alcanzar un dano aproximado del 20%

(Figura 22). En el caso de la combinacion de azida sddica con PRGF 10%, no se

observd una mejoria de la viabilidad celular. Sin embargo, combinado con la

rotenona se alcanzd una concentracion proxima a valores control.
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Figura 22. Ensayo de viabilidad (MTT) en ARPE-19. (A) MTT en ARPE-19 tratadas con azida
sodica 5 mM (n=24). Los resultados muestran que la concentracién de 5mM de azida sédica
produce alrededor del 20% de muerte celular. E1 PRGF combinado con azida sddica no recupera
la viabilidad celular. (B) MTT en ARPE-19 tratadas con rotenona 1 uM (n=24). El tratamiento
con rotenona produce aproximadamente una disminucion del 20% de la supervivencia celular.
El tratamiento combinado de PRGF y rotenona recupera la viabilidad celular a valores
proximos al control. ANOVA One-way, test Tukey de comparacion multiple, * p <0.05 ** p <
0.005, *** p < 0.001.

A continuacion, se llevo a cabo un analisis del estado mitocondrial utilizando el
marcador JC-1. Los resultados mostraron (Figura 23) que la azida sddica
combinada con PRGF no produjo una mejoria en el potencial de membrana
mitocondrial, mientras que el tratamiento combinado con rotenona recuper¢ la

actividad mitocondrial a valores préximos al control.
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Figura 23.. Cuantificacion de la actividad mitocondrial de ARPE-19 determinado por el
marcador JC-1. Los resultados mostraron que la azida sédica reduce la actividad mitocondrial
comparado con el control. Sin embargo, el tratamiento combinado con PRGF no recupera los
niveles normales. La rotenona también reduce la actividad mitocondrial, pero el tratamiento
con PRGF recupera valores proximos a los del control. (n=8). ANOVA One-way, test Tukey de
comparacion multiple, * p < 0.05. Barra de escala 50 pm.
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Por otro lado, al realizar el estudio de la produccion de ERO con ayuda del
marcador DHE (Figura 24), se pudo comprobar que ambos agentes combinados
con PRGF mostraron valores de ERO préximos a los obtenidos con el tratamiento

control.

o
o
[

s ’ 95

Azida sodica Azida Azida sodica

sédica PRGF 10%

Control

*

Control " §. ~ 3 1 105

Roténona oGy

Control Rotenona Rotenona
PRGF 10%

Figura 24. Presencia de ERO en cultivos de ARPE-19 determinado por el marcador DHE. La
azida sodica aumento la presencia de ERO, que se vio reducida de manera significativa cuando
se combind con PRGF. La rotenona también mostré un aumento en la produccion de ERO'y, al

igual que la azida sodica, se redujo en presencia de PRGF (n=8). ANOVA One-way, test Tukey
de comparacion multiple, * p < 0.05, ** p < 0.005. Barra de escala 50 pm.

Los resultados obtenidos con el marcador antioxidante HO-1 (Figura 25)
mostraron que ambos agentes produjeron un ligero aumento, mientras que la
combinacion con PRGF, al igual que ocurrié con la luz azul, aumenta su

expresion todavia mas.
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Control

Figura 25. Inmunofluorescencia en ARPE-19 de los marcadores HO-1 (verde) y DAPI (azul). La
expresion de HO-1 aumentd en presencia tanto de azida sddica como de rotenona. Sin embargo,
aumento atin mas en presencia del PRGF. Barra de escala 10 pm.

También se llevé a cabo un andlisis del marcador ZO-1 (Figura 26). En este caso,
se pudo comprobar que tanto la azida sodica como la rotenona redujeron su
expresion, mientras que la combinacién de ambos con PRGF mostré una
recuperacion de esta. Al igual que ocurri6 con la luz azul, la expresion de este
marcador aumentd de manera significativa en el nticleo. En cuanto a la expresion
del marcador RPE65, se pudo observar una disminucién de su marcaje en
presencia de ambos agentes y una recuperacion en presencia de PRGF (Figura
27).
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Azida sédica

Control

Rotenona

Figura 26. Inmunofluorescencia en ARPE-19 de los marcadores ZO-1 (verde) y DAPI (azul). La

expresion de ZO-1 se redujo en presencia tanto de azida sodica como de rotenona. Sin embargo,

se recuperd en presencia del PRGF. Las flechas blancas sefialan las uniones intercelulares. Barra
de escala 10 pum.

Azida sédica Azida s6dica + PRGF 10%

Control

Rotenona Rotenona + PRGF 10%

Figura 27. Inmunofluorescencia en ARPE-19 de los marcadores RPE65 (rojo) y DAPI (azul). La
expresion de RPE65 se redujo en presencia tanto de azida sddica como de rotenona. Sin
embargo, se recuperd en presencia del PRGF. Barra de escala 10 um.

También se analizé un marcador de apoptosis (TUNEL). Los resultados
mostraron (Figura 28) que los tres agentes sufrieron un aumento en el naimero de

células positivas (rojas). El numero de células positivas se vio reducido de
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manera mucho mas clara en los tratamientos combinados de luz azul y rotenona

con PRGF.

Luz azul Luz azul + PRGF 10%

Control Rotenona Rotenona + PRGF 10%

PRGF 10% Azida sédica Azida sédica + PRGF 10%  1oum

Figura 28. TUNEL en ARPE-19. Los resultados mostraron que todos los tratamientos de dafio
(luz azul, azida sédica y rotenona) aumentaron el nimero de células positivas. El tratamiento
con PRGF redujo el nimero de células positivas cuando se combiné con luz azul y rotenona, no
tanto en presencia de azida sodica. Imagen superior derecha (DNAsa): control positivo de la
técnica empleada. Barra de escala 10 pm.

El andlisis de expresion génica de TNFR1 (Figura 29) mostré un aumento en los
tratamientos con luz azul y azida sddica. Ademads, ambos agentes mostraron una
reduccion en la expresion en el tratamiento combinado con PRGF, con valores
proximos al control, a diferencia de la rotenona que mostré un aumento

significativo.
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*

1l

Control Luzazul PRGF  Luz azul Control  Azida  PRGF Azida sodica Control  Rotenona PRGF  Rotenona
10%  PRGF 10% sodica  10% PRGF 10% WM 10%  PRGF 10%

o

Expresion relativa de TNFR1/Actina
N

Expresidn relativa de TNFR1/Actina

Expresion relativa de TNFR1/Actina

Figura 29. Cuantificacién de la expresion génica relativa a actina de TNFR1 (n=4). Los
resultados mostraron que tanto la luz azul como la rotenona producen un aumento significativo
de la expresion de este marcador, y que la combinacion de ambos con el PRGF mantuvo niveles

proximos al control. En el caso de la rotenona, observamos un aumento en la expresion en el
tratamiento combinado con PRGF. ANOVA One-way, test Tukey de comparacion multiple, * p <
0.05, ** p < 0.005.

El analisis de la expresion génica de RIPK1 (Figura 30) mostrd que tanto la luz
azul como la rotenona produjeron un aumento en la expresion, que fue
disminuida en la combinacién de ambos con PRGEF. Sin embargo, la azida sédica
mostré una expresion por debajo del valor de control, que se vio también

reducida en presencia de PRGF.
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L Control  Luzazul PRGF Luzazul W Control Azida PRGF Azida sédica LW Control Rotenona PRGF  Rotenona

10% PRGF 10% sodica 10%  PRGF 10% 1uM 10% PRGF 10%

Figura 30. Cuantificacion de la expresion génica relativa a actina de RIPK1 (n=4). Los resultados
mostraron que la luz y la rotenona mostraron una reduccién significativa de su expresion en
presencia de PRGF. El resultado de azida sédica mostré una reduccién en la expresion de este
marcador, tanto solo como combinado con PRGF. ANOVA One-way, test Tukey de comparacion
multiple, * p <0.05, *** p < 0.001, *** p <0.0001.

Ademas, el marcador RIPK3 mostré un aumento de su expresion en presencia de

luz azul en el estudio llevado a cabo mediante inmunofluorescencia (Figura 31),
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que se redujo en el tratamiento combinado con PRGF. Ni la azida sddica ni la

rotenona mostraron una expresion elevada para este marcador.

Luz azuk® Luz azul + PRGF

Control

Azida sodica Azida sddica + PRGF

.

Rotenona . | Rotenona + PRGF =

Figura 31. Inmunofluorescencia en ARPE-19 de los marcadores RIPK3 (verde) y DAPI (azul)
(n=4). Los resultados mostraron un aumento en la expresiéon de este marcador en el tratamiento
Barra de escala 10 pm.

Para el analisis de la ruta apoptdtica, se llevd a cabo el estudio de las caspasas 8

y7.

La caspasa 8 mostro un aumento en su expresién en presencia de rotenona
(Figura 32). Este marcador hace de puente entre ambas rutas, la apoptdtica y la
necroptopica, ya que inhibe la accién de la RIPK1 para favorecer la ruta de

apoptosis.
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Luz azul Luz azul + PRGF

Azida sddica Azida sddica + PRGF

.

Rotenona Rotenona + PRGF

Figura 32. Inmunofluorescencia en ARPE-19 de los marcadores Caspasa 8 (verde) y DAPI (azul)
(n=4). Los resultados mostraron un aumento en la expresién de este marcador en presencia de
rotenona. La presencia de PRGF en combinacién con la rotenona redujo ligeramente el marcaje.
Tanto la luz azul como la azida sddica no mostraron diferencias comparado con el control.
Barra de escala 10 pum.

Los resultados obtenidos del andlisis de expresion de caspasa 3 (Figura 33)
mostraron que la luz azul aumenté de manera significativa el marcaje de esta
molécula, especialmente en el nticleo, que se vio reducido en presencia de PRGF

incluso por debajo de niveles control.
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Luz azul + PRGF

Azida sédica Azida sddica + PRGF

Rotenona ’Rotgenoqa + PRGF *

Figura 33. Inmunofluorescencia en ARPE-19 de los marcadores Caspasa 3 (verde) y DAPI (azul)
(n=4). Los resultados mostraron un aumento en la expresion de este marcador en presencia de
rotenona y de luz azul. La presencia de PRGF en combinacién ambos agentes, especialmente
con luz azul, redujo la expresion de este marcador. Barra de escala 10 pum.

La caspasa 7 mostrd una expresion proteica mayor en presencia de azida sédica
y rotenona (Figura 34). La combinacion con PRGF redujo ligeramente la

expresion, especialmente en el caso de la azida sédica.
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Luz azul Luz azul + PRGF

Azida sodica Azida sddica + PRGF

Rotenona Rotenona + PRGF

Figura 34. Inmunofluorescencia en ARPE-19 de los marcadores Caspasa 7 (rojo) y DAPI (azul)
(n=4). Los resultados mostraron un aumento en la expresién de este marcador en los
tratamientos con azida sddica y rotenona. En ambos casos el tratamiento combinado con PRGF
redujo ligeramente el marcaje. Barra de escala 10 pm.

C2.4. Discusion

La mitocondria es uno de los organulos mas importantes de la célula debido a su

implicacion directa en la produccion de energia.

La azida sédica es un compuesto que inactiva de manera selectiva el complejo de
IV de la cadena de transporte de electrones, mientras que la rotenona inactiva el
complejo I. Por otro lado, la accion de la luz azul todavia no esta dilucidada,

aunque parece que inactiva de manera combinada varios de los complejos.

Puesto que en el primer capitulo de esta tesis doctoral se analizo la accion
antioxidante del PRGF tras un dafo producido por luz azul, y dada la
importancia de la mitocondria en el estrés oxidativo, en este capitulo se procedid

a analizar la accion de la azida sddica y la rotenona, por ser conocida su accion
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inhibitoria a nivel de los complejos mitocondriales, asi como su interaccion con
el PRGF, y la accién combinada de los tres agentes con el PRGF en rutas de

muerte celular.

Primero, se estudi6 la viabilidad celular en la linea ARPE-19 después de la accion
de la azida sodica y la rotenona en combinacion con el PRGF. Los resultados

mostraron que el PRGF solo fue capaz de revertir el efecto de la rotenona.

A nivel mitocondrial, el tratamiento con rotenona produjo una reduccién
significativa de la actividad, mientras que el tratamiento combinado con PRGF
recuperd los valores proximos al control. El tratamiento con azida sédica no
mostrd diferencias significativas en cuanto a la pérdida de funcionalidad. Sin
embargo, en cuanto a la produccion de ERO, ambos agentes mostraron un
aumento significativo en la produccién de estrés oxidativo, que fue reducido en
presencia de PRGEF. El empleo del marcador relacionado con estrés oxidativo,
HO-1, mostr6é un aumento en presencia de ambos agentes y, al igual que ocurria
en presencia de luz azul, su expresion se incrementé todavia mas en combinacion

con PRGEF.

Este resultado puede sugerir que el PRGF, al igual que ocurrid con la luz azul,
estimula los mecanismos antioxidantes, para favorecer la recuperacion celular

frente al estrés oxidativo.

También se analiz6 el marcador ZO-1, que estudia las uniones intercelulares.
Ambos tratamientos mostraron una reduccion en este marcador, que se vio
revertida en presencia del PRGF. Aunque ZO-1 no es considerado un marcador
de proliferacion, en la literatura se ha descrito que su expresion en el ntcleo
podria estar relacionada con el estado proliferativo de la célula que lo expresa,
principalmente cuando no hay contacto con las células adyacentes. Al igual que
ocurri6 con la luz azul, el marcaje de esta proteina aumenta en la zona nuclear,

sugiriendo un aumento en la proliferacion celular cuando existe tratamiento con

PRGEF.
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En lo relativo a la muerte celular se analizo la presencia de apoptosis mediante
TUNEL. El TUNEL mostré un aumento de apoptosis en todos los tratamientos,

que fue revertido por PRGF en presencia de rotenona y luz azul.

TNFa es una citoquina expresada por macrofagos y monocitos como respuesta a
un dafio. Cuando se produce su liberacion, se aumenta la produccion de su
principal receptor de membrana, TNFR1. Esta union puede desencadenar

diferentes respuestas celulares®96105127.319-522,

Por una parte, se puede activar la ruta necroptdtica, que estard desencadenada
por la fosforilacion de RIPK1, que a su vez fosforilara a RIPK3. Esta ultima
también fosforilard a MLKL, lo cual es esencial para desencadenar la necroptosis
mediada por TNFq126128305525-526 T os resultados obtenidos mostraron que la luz
azul y la azida sodica aumentaron de manera significativa la expresién de
TNFR1. En el caso de la luz azul, el tratamiento combinado con PRGF redujo de

manera significativa su expresion génica.

La expresion de RIPK1 y RIPK3 se vio exacerbada en presencia de luz azul y
reducida en el tratamiento combinado con PRGF. Sin embargo, tanto la azida

sddica como la rotenona mostraron valores bajos para ambas quinasas.

En cuanto a la caspasa 8, que es un marcador que inhibe la ruta necroptotica’*3%,
se pudo observar que la rotenona mostré un aumento en su expresion’>???. Esto
sugiere que este agente favorece la ruta apoptotica frente a la necroptdtica. El
tratamiento combinado con PRGF mostro6 valores menores que en el tratamiento

del agente nocivo de manera individual.

En cuanto a la caspasa 3, la luz azul fue el tinico tratamiento que mostré un
aumento de expresion algo significativo con respecto al control, que fue reducido
en presencia del PRGF. Este marcador, aunque es sintetizado y activado en el
citoplasma celular, lleva a cabo su funcion en el nuacleo, por lo que su
translocacion sugiere que solo este tratamiento estimula su activacion®°62%. El
tratamiento con rotenona también mostré activacion, aunque no se puede

determinar de forma clara si es mayor o igual al tratamiento control. La caspasa
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7 mostrd un aumento en la expresion para los tratamientos de azida sodica y

rotenona, que fueron ligeramente reducidos en presencia de PRGF.

El analisis de los resultados obtenidos en este apartado de la investigacion, y
basadndose en la literatura, podria confirmar que la rotenona y la azida sddica, al
igual que lo observado en el primer capitulo con la luz azul, aumentan el estrés
oxidativo presente en la célula, y que el PRGF, especialmente en presencia de la
luz azul y la rotenona, tiene la capacidad de protegerlas. El hecho de la reducida
accion del PRGF frente al dafio por azida sodica podria sugerir que su accion
podria estar dirigida a los complejos I, II y III de la cadena de transporte de

electrones, ya que no se observan diferencias en los tratamientos de azida sodica.

Los resultados relativos a la estimulacion de la necroptosis por accion de la luz
azul y de la apoptosis por exposicion a la rotenona y la azida sddica parecen ir
en consonancia con lo descrito por otros autores. El PRGF, en este caso, redujo la
expresion de los marcadores, sugiriendo, por tanto, que podria ser de utilidad
como tratamiento frente a diversos mecanismos de muerte celular. No obstante,
estos resultados deben ser considerados como preliminares, siendo necesarios

estudios mas en profundidad.
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C3.1. Introduccion

La autofagia es uno de los procesos bioldgicos mas conservados en eucariotas,
mediante el cual las células eliminan componentes celulares que han sido
dafiados o degradados. Se puede dividir en tres tipos. La macroautofagia
(referida como autofagia en adelante), microautofagia y autofagia mediada por
chaperonas. La autofagia es un proceso catabolico que activa la degradacion de
componentes celulares danados via lisosomas mediante la formacion de
autofagosomas. Este mecanismo se activa después de la exposicion de las células
a diferentes dafos, como son el estrés oxidativo o la inflamacion, aunque también
después de periodos de ayuno, y es una via de renovacion y proteccion muy util

para las células® 7177130528,

Como se ha mencionado anteriormente, la luz azul (400-500 nm) puede producir
dafios oxidativos en las células, pero ademds también puede actuar como un
agente proinflamatorio. Con el objetivo de mitigar su efecto dafiino, tras la
exposicion a la luz azul, las células pueden inducir la expresion de marcadores
que inician rutas antioxidantes y antiinflamatorias, como el NF-kB. NF-kB es un
factor transcripcional que promueve su expresion en presencia de ERO, seguido
por la activacion de las rutas de la autofagia y la proinflamatoria!0310632-331 T a
ruta de la autofagia estd precedida por la activacion de la proteina p62
(p62/sqstml), que promueve la renovacion de proteinas poliubiquitinizadas
hacia el proteasoma, regula la actividad de rutas antioxidantes mediante la unién
a Keapl y modula la liberaciéon de Nrf2 desde el citoplasma hasta el
nucleo71767710810111112 - Pe  este modo, Nrf2 activa la expresion de genes
antioxidantes como HO-1 y también interacttia con LC3. También existen las
proteinas Atg, que controlan el proceso de activacion de autofagia uniéndose
entre ellas y con otras moléculas para activar la formacion del fagoforo. Por
ejemplo, la expresion de la forma citosodlica del LC3, LC3]I, est4 estimulada por
Atg4 y Atg7. A esto le sigue la unién de LC3I con la fosfatidiletanolamina (PE)
inducida por Atg3, transformando el LC3I en su forma lipidica, LC3II®70114-

1712233233, A continuacion, LC3II es activada por el complejo formado por Atg5-
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Atgl2-Atgl6 que se une al fagoéforo para su elongacién, y permanecen unidos
hasta que el autofagosoma se fusiona con el lisosoma. La porcion de LC3II que
permanece en la cara citoplasmdtica de la membrana del autofagosoma se
deslipida por la accion de Atg4 y se recicla, mientras que la porcion de LC3II que
queda en la cara interna sera degradada junto al fagolisosoma una vez se
produzca su fusion. Muchos investigadores consideran, por tanto, al LC3 como
un buen marcador de autofagia, puesto que estd presente desde las fases iniciales
de formacion del fagéforo. También existe una ruta alternativa al LC3 que esta

mediada por la union entre Atg5 y Atg75%.68119120,122,328,334,

Asimismo, la expresion de NF-kB estimula la separacion entre la proteina Bcl-2,
que acttia como inhibidor de la autofagia, de Beclin1, que también participa en la

formacion del autofagosoma?/119:124:259,334,

Por otra parte, NF-kB también modula la respuesta proinflamatoria. Cuando se
produce su activacidn, se estimula la formacién del inflamasoma mediante la
expresion de citoquinas como la IL1{3 o la IL18. Sin embargo, la accion combinada
de NF-kB con p62 también regulan la expresion del inflamasoma, controlando su
activacion e inhibicion!361031313%0, Por ejemplo, durante la autofagia se estimula

la expresion de IL1p3, sin embargo, se inhibe la expresion de IL.18130.3%53%,

Por ello, este estudio analiza cdmo la luz azul y el estrés oxidativo que esta
produce puede modular las rutas autofagicas y proinflamatorias, ademas de

estudiar la posible accion del PRGF en estos procesos.

C3.2. Disefio experimental

Los estudios in vitro se llevaron a cabo sobre la linea celular ARPE-19. Las células
fueron sembradas en placas de 96 pocillos o en frascos T75, a una concentracion
aproximada de 10x104 células/ml en medio DMEM-F12 suplementado con 2% de
antibiotico penicilina/estreptomicina y SBF al 10%, en condiciones controladas
(5% CO2 a 37°C). Después de su asentamiento, aproximadamente 24 horas tras
la siembra en las placas de 96 pocillos o 72 horas en el caso de los frascos T75, las

células fueron expuestas a los siguientes tratamientos (Tabla 13).
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Tratamiento Medio Oscuridad/Luz azul
Control DMEM F12 + SBF 1% Oscuridad 19 h
Luz azul DMEM F12 + SBF 1% Oscuridad 1h/Luz azul 18h
PRGF DMEM F12 + PRGF 10% Oscuridad 19 h
Luz azul + PRGF DMEM F12 + PRGF 10% Oscuridad 1h/Luz azul 18h

Tabla 13. Tratamientos para experimento in vitro en ARPE-19

Para los estudios in vitro, se utilizé una intensidad de luz de 18 W/m2
(aproximadamente 400 lux), puesto que corresponde con la intensidad media

estimada a la que la poblacion estd expuesta.

Una vez tratadas las células con su correspondiente tratamiento, se procedid a

estudiar los diferentes parametros.

e Expresion génica: El estudio de la expresion génica de los marcadores
(Tabla 14) se realizé6 mediante RT-qPCR de dos pasos (n=4). Para la
extraccion del ARN se utilizé el kit Illustra RNAspin Mini kit de GE
Healthcare. Después, el ARN fue transcrito a ADNc con ayuda del kit
High Capacity RNA-to-cDNA (Applied Biosystems). Por ultimo, se

procedid a la amplificacion génica mediante qPCR.

Gen ID Forward Reverse
Actina NM_001101.4 5-ATTCCAAATATGAGATGCGTTGTT-3" 5-GTGGACTTGGGAGAGGACTG-3’
NF-xB NM_001165412.2 5-CAGATGGCCCATACCTTCAAAT-3' 5'-CGGAAACGAAATCCTCTCTGTT-3'
p62 NM_001142298.2 5-TGTGAATTTCCTGAAGAACG-3’ 5'-TCGATATCAACTTCAATGCC-3'
ATG5 NM_001286106.2 5-CCCTCTTGGGGTACATGTCT-3' 5-CGTCCAAACCACACATCTCG-3'
LC3 NM_032514.4 5-GTTGGTCAAGATCATCCG-3 5-TTTCTCCTGCTCGTAGATG-3
Beclinl NM_001313998.2 5-CAGTATCAGAGAGAATACAGTG-3' 5-TGGAAGGTTGCATTAAAGAC-3'
IL1B NM_000576.3 5-GGCTGCTCTGGGATTCTCTT-3’ 5-ATTTCACTGGCGAGCTCAGG-3'
IL18 NM_001243211.2 5-TGCAGTCTACACAGCTTCGG-3' 5-GTTTGTTGCGAGAGGAAGCG-3'

Tabla 14. Listado de oligonucledtidos utilizados en linea celular ARPE-19 para RT-qPCR

e Expresion proteica: el estudio de la expresion proteica se llevd a cabo
mediante WB. Las membranas fueron analizadas mediante

inmunodeteccion de los siguientes anticuerpos (Tabla 15).
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Anticuerpo Referencia (RRID) Especie Dilucion Casa comercial
Anticuerpos primarios
Millipore Cat# MAB1501, Millipore, Burlington,
Actina Ratén 1:4000
RRID:AB_2223041 MA, USA
Santa Cruz Biotechnology Cat# sc-109, Santa Cruz, Dallas, TX,
NF-kB Conejo 1:100
RRID:AB_632039 USA
p62 Abcam Cat# ab56416, RRID:AB_945626 Raton 1:500 Abcam, Cambridge, UK
Santa Cruz, Dallas, TX,
Santa Cruz Biotechnology Cat# sc-
ATG5 Ratén 1:500 USA
133158, RRID:AB_2243288
Abcam Cat# ab192890,
LC3 Conejo 1:2000 Abcam, Cambridge, UK
RRID:AB_2827794
Santa Cruz Biotechnology Cat# sc- Santa Cruz, Dallas, TX,
Beclinl Ratén 1:1500
48341, RRID:AB_626745 USA
IL1B Abcam Cat# ab9722, RRID:AB_308765 Conejo 1:100 Abcam, Cambridge, UK
Abcam Cat# ab191152,
IL18 Conejo 1:250 Abcam, Cambridge, UK
RRID:AB_2737346
Anticuerpos secundarios
Vector Laboratories Cat# BA-9200, Vector labs, Burlingame,
Anti-raton Cabra 1:300
RRID:AB_2336171 CA, USA
Anti- Vector Laboratories Cat# BA-1000, Vector labs, Burlingame,
Cabra 1:300
conejo RRID:AB_2313606 CA, USA

Tabla 15. Listado de anticuerpos utilizados en la linea celular ARPE-19 para WB.

e Inmunofluorescencia: Para evaluar el estado celular de la retina, se realizo

una inmunofluorescencia para los siguientes anticuerpos (Tabla 16).
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Anticuerpo Referencia (RRID) Especie Dilucion Casa comercial
Anticuerpos primarios
Santa Cruz Biotechnology Cat# sc- Santa Cruz, Dallas, TX,
NF-kB Conejo 1:100
109, RRID:AB_632039 USA
Abcam Cat# ab56416,
p62 Raton 1:100 Abcam, Cambridge, UK
RRID:AB_945626
Abcam Cat# ab192890,
LC3 Conejo 1:100 Abcam, Cambridge, UK
RRID:AB_2827794
Santa Cruz Biotechnology Cat# sc- Santa Cruz, Dallas, TX,
Bcl-2 Mouse 1:100
7382, RRID:AB_626736 USA
Anticuerpos secundarios
Catalog # A32814 Thermo Fisher
Anti-conejo ThermokFisher,
Scientific Cat# A32814, Cabra 1:300
Alexa Fluor 488 Waltham, MA, USA
RRID:AB_2762838
Catalog # A32742 Thermo Fisher
Anti-conejo ThermoFisher,
Scientific Cat# A32742, Cabra 1:300
Alexa Fluor 594 Waltham, MA, USA
RRID:AB_2762825
Anti-raton Thermo Fisher Scientific Cat# ThermokFisher,
Cabra 1:300
Alexa Fluor 594 A32742, RRID:AB_2762825 Waltham, MA, USA

Tabla 16. Listado de anticuerpos utilizados en la linea celular ARPE19 para
inmunofluorescencia.

C3.3.

Resultados

Los resultados obtenidos en el estudio de la expresién de NF-kB mostraron que

la luz azul aumenta de manera significativa la expresion génica de este marcador

(Figura 35). Sin embargo, cuando analizamos los resultados obtenidos mediante

WB, no se observan diferencias entre los tratamientos. Esto puede ser debido a

que, cuando se activa, este factor de transcripcion se transloca al ntcleo. Para

analizar este resultado, se realizd una tincion por inmunofluorescencia. Los

resultados mostraron (Figura 36) que, efectivamente, la luz azul incrementa la

expresion nuclear/perinuclear de este marcador, mientras que en el resto de los

tratamientos permanece en el citosol de manera mas difusa. Es llamativo que el

tratamiento con PRGF produce un marcaje punteado en la zona citoplasmatica.
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Figura 35. (A) Cuantificacion de la expresion génica relativa a actina de NF-«xB por qPCR. Los
resultados mostraron que la luz azul aumento la expresion de este marcador, mientras que
ambos tratamientos con PRGF mostraron una expresion préxima a la del control. (B)
Cuantificacion de la expresion proteica relativa a actina de NF-xB por WB. Los resultados no
mostraron diferencias significativas entre los tratamientos. ANOVA One-way, test Tukey de
comparacion multiple, * p < 0.5 (n=4).
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Figura 36. Inmunofluorescencia en ARPE-19 de los marcadores NF-«B (verde) y DAPI (azul). La
expresion de NF-kB aumenta en presencia de luz azul en la zona del nticleo. El tratamiento de
PRGF produce un marcaje en punteado en la zona citoplasmatica. Barra de escala 50 pum (n=4).

Puesto que en algunos marcadores se pudo observar un patrén temporal de
expresion, se analizd también su expresion a las 3 horas del tratamiento (Figura
37). En este caso, podemos observar que, efectivamente, el marcaje es mayor en
la zona nuclear y perinuclear del tratamiento con luz azul, mientras que en el

resto de los tratamientos no se puede determinar un marcaje con claridad.
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Control Luz azul

PRGF + Luz azul

Figura 37. Inmunofluorescencia en ARPE-19 de los marcadores NF-kB (rojo) y DAPI (azul) a las
3 horas de experimentacion. Los resultados muestran que la luz azul aumenta la expresién de
este marcador en la zona nuclear, mientras que el resto de los tratamientos apenas muestran
marcaje. Barra de escala 50 um (n=4).

El andlisis de la expresion del marcador p62 mostrd que la luz azul, tanto sola
como en combinacion con PRGF, produce un aumento significativo de su
expresion génica (Figura 38). Sin embargo, los resultados del estudio proteico
mostraron que el tratamiento combinado de PRGF con luz azul aumenta de

manera significativa su expresion.

Este resultado también fue analizado mediante inmunofluorescencia (Figura 39),
y se pudo observar que el patréon de la expresion de este marcador aumentaba de
manera notable en presencia unicamente de luz azul, sobre todo en la zona
perinuclear, mientras que el tratamiento combinado producia un marcaje mucho

mas difuso.
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Figura 38. (A) Cuantificacién de la expresion génica relativa a actina de p62 por qPCR. Los
resultados mostraron que la luz azul aumenté la expresion de este marcador, tanto solo como
en combinacién con PRGF. (B) Cuantificacion de la expresion proteica relativa a actina de p62
por WB. Los resultados mostraron un aumento significativo en la expresion de este marcador

en el tratamiento combinado de PRGF con luz azul. ANOVA One-way, test Tukey de
comparacion multiple, * p < 0.05, ** p < 0.005 (n=4).
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Figura 39. Inmunofluorescencia en ARPE-19 de los marcadores p62 (verde) y DAPI (azul). La
expresion de p62 aumenta en presencia de luz azul, tanto solo como en combinacién de PRGF.
Barra de escala 50 pm. (n=4).

Los estudios realizados sobre el marcador Atgb mostraron que la expresion
génica y proteica muestran patrones contrarios (Figura 40). Por una parte, los
resultados de qPCR mostraron un aumento significativo en la expresion en el
tratamiento con PRGF. Sin embargo, los resultados obtenidos mediante WB
mostraron un aumento significativo de este marcador en presencia de luz azul,

tanto solo como combinado con PRGF.
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Figura 40. (A) Cuantificacién de la expresion génica relativa a actina de Atg5 por qPCR. Los
resultados mostraron un aumento significativo de su expresion en presencia de PRGF. (B)
Cuantificacion de la expresion proteica relativa a actina de Atg5 por WB. Los resultados
mostraron un patrén de expresion contrario al obtenido mediante QPCR, con un aumento
significativo de la expresion en presencia de luz azul. El resultado de la combinaciéon de PRGF y
luz azul no mostré significancia, aunque se puede ver que es mucho mas alto que los otros dos
tratamientos. ANOVA One-way, test Tukey de comparacién multiple, * p < 0.05 (n=4).

El andlisis de expresion génica de LC3 mostrd un aumento en presencia de la luz
azul (Figura 41). Sin embargo, para analizar la expresion real de este marcador a
nivel proteico, hay que tener en cuenta el ratio calculado a partir de la expresion
del marcador LC3II y LC3I. En este caso, podemos ver que la expresion de LC3II
en presencia de luz azul es mayor que la obtenida de LC3I. Por el contrario,
observamos que la expresion de LC3I es algo mayor que la de LC3II cuando se
produce la combinacion entre PRGF y luz azul. Esto, combinado con los
resultados obtenidos mediante qPCR, pueden indicar que la luz azul estimula la
produccion de LC3II para producir la maduracion del autofagosoma. Por el
contrario, en el tratamiento combinado, aunque la expresion génica también es

alta, el proceso de maduracion no es tan necesario porque no hay tanto dafo.

127



Capitulo 3

p=]
[+

@ . .

Q =

< * * & *

o ®

O 1.5 -

=t T = 1.0

3 =

2 10 2

© o

© S 05 T

5 0.5 5 T

8 =

g 2

d 0.0 . ' S 0.0- . '

Control Luz azul PRGF 10% Luz azul o Control Luz azul PRGF 10% Luz azul
PRGF 10% PRGF 10%
LC3 117 kDa
LC3 Il 14 kDa
. Actina 42 kDa

Figura 41. (A) Cuantificacién de la expresion génica relativa a actina de LC3 por qPCR. Los
resultados mostraron un aumento significativo de su expresion en presencia de luz azul. (B)
Ratio de la expresion proteica de LC3II/LC3I relativa a actina cuantificada por WB. Los
resultados mostraron un aumento en la expresion de LC3I en presencia de PRGF, tanto sola
como en combinacion de luz azul. Sin embargo, el tratamiento con luz azul mostr6 una
expresion algo mayor de LC3II. ANOVA One-way, test Tukey de comparacion multiple, * p <
0.05 (n=4).

Para poder analizar la expresion de LC3 en un tiempo corto, se realizé una tincién
de inmunofluorescencia a las tres horas (Figura 42). En las imdgenes se puede
observar que la expresion de LC3 aumenta en presencia de luz azul, mientras que
el resto de los tratamientos, en especial el de PRGF solo, muestran una reducciéon

en la expresion de este marcador.
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Contr_ol

PRGF + Luz azul

Figura 42. Inmunofluorescencia en ARPE-19 de los marcadores LC3 (verde) y DAPI (azul). Se
puede apreciar un aumento de la expresion de este marcador en presencia de luz azul en
comparacion con el resto de los tratamientos. Barra de escala 50 pm (n=4).

El andlisis de la expresion génica del marcador Beclinl (Figura 43) mostré un
aumento en presencia de luz azul, tanto sola como en combinacién con PRGF.
Sin embargo, la expresion proteica no mostrd un patron tan definido. Se puede
observar que todos los tratamientos muestran una expresion por encima del
valor del control, pero no se aprecian diferencias significativas en los

tratamientos.

Para analizar este resultado, se realiz6 una tincion del marcador Bcl-2, que actua
como inhibidor de Beclinl. Los resultados (Figura 44) mostraron un aumento de
la expresion en los tratamientos control y luz azul, mientras que ambos
tratamientos con PRGF, especialmente el que estd en combinacion con luz azul,
mostraron una expresion mas baja. Esto podria indicar que el tratamiento

combinado de PRGF y luz azul promueve la autofagia via Beclin1.
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Figura 43. (A) Cuantificacion de la expresion génica relativa a actina de Beclinl por qPCR. Los
resultados mostraron un aumento significativo de su expresion en presencia de luz azul, tanto
sola como en combinacién con PRGF. (B) Cuantificacion de la expresion proteica relativa a
actina de Beclinl por WB. Los resultados no mostraron diferencias significativas, aunque si se
puede apreciar un aumento en todos los tratamientos con respecto al control. ANOVA One-way,
test Tukey de comparacion multiple, * p < 0.05 (n=4).

130



Capitulo 3

Composicion

Control

Luz azul

c

PRGR + Luz azul 10 5m

Figura 44. Inmunofluorescencia en ARPE-19 de los marcadores Bcl2 (rojo) y DAPI (azul). El
tratamiento que menos expresion presenta es el de la combinaciéon de PRGF con luz azul. Barra
de escala 10 pm (n=4).

La expresion génica de la citoquina IL1( (Figura 45) se vio aumentada en
presencia de luz azul. Sin embargo, los resultados obtenidos del andlisis de la
expresion proteica mostraron un aumento significativo de la expresion del
tratamiento con PRGF, en especial de la combinacion del PRGF con la luz azul.
Esto podria ser indicativo de que la combinacion de ambos tratamientos favorece

la autofagia.

Por el contrario, el marcador IL18 mostré una reduccion significativa de su
expresion génica en el tratamiento combinado de PRGF y luz azul con respecto
al tratamiento de luz azul (Figura 46). Este resultado fue muy parecido al

obtenido del andlisis de su expresion proteica. Ya que este marcador se expresa
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cuando se produce la inhibicion de la autofagia, ambos resultados podrian

sugerir que la combinacion de PRGF y luz azul estimula este tipo de muerte

celular.
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Figura 45. (A) Cuantificacion de la expresion génica relativa a actina de IL1f3 por gPCR. Los
resultados mostraron un aumento significativo de su expresion en presencia de luz azul. El
tratamiento en combinacién con PRGF también mostré un aumento de expresion, aunque no
fue significativo. (B) Cuantificacion de la expresion proteica relativa a actina de IL1(3 por WB.
Los resultados mostraron un aumento significativo de todos los tratamientos con respecto al
control, especialmente el tratamiento combinado de PRGF con luz azul. ANOVA One-way, test
Tukey de comparacion multiple, * p < 0.05, ** p < 0.005, *** p < 0.001 (n=4).

132



Capitulo 3

=
[+

—_
ak

2.0q

1.5 T

—
?

o
il

0.54

Expresion relativa de IL18/Actina
—

Expresion relativa de IL18/Actina
Qo
1

o
<

0.0-

T T T
Control  Luz azul PRGF 10% Luz azul Control Luz azul. PRGF 10% Luzlazul
PRGF 10% PRGF 10%

IL18 18 kDa

Actina 42 kDa

Figura 46. (A) Cuantificacién de la expresion génica relativa a actina de IL18 por qPCR. Los
resultados mostraron un aumento significativo de su expresion en presencia de luz azul. (B)
Cuantificacion de la expresion proteica relativa a actina de IL18 por WB. Los resultados
mostraron un aumento significativo de la expresion de este marcador en presencia de luz azul.
ANOVA One-way, test Tukey de comparacion multiple, * p < 0.05, ** p < 0.005 (n=4).

C3.4. Discusion

La autofagia es uno de los procesos mas regulados y conservados en la
renovacion celular. Esta controlada por la activacion y la inactivacion de distintos
marcadores, como respuesta a un dano producido a sus componentes celulares
por factores como el estrés oxidativo o la inflamacion. En este trabajo de tesis
doctoral, se ha descrito ampliamente la implicacion de la luz azul en el
incremento de la presencia de ERO, y cémo puede actuar como una fuente de

dafio produciendo la disrupcidn de diferentes rutas metabdlicas en la retina.

Aunque las células retinianas poseen rutas antioxidantes protectoras, puede que
estas no sean lo suficientemente potentes cuando los niveles de ERO son elevados

y/o estan mantenidos durante periodos prolongados de tiempo.

En esta tesis, se ha comprobado que el PRGF disminuye el dano producido por
la luz azul, ya que es capaz de regular rutas antioxidantes que protegen a las

células impidiendo la accion nociva de la luz sobre diferentes proteinas.
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Por eso, estudiar si el PRGF favorece rutas de renovacion celular, como la
autofagia, es de interés para su uso en el desarrollo de estrategias terapéuticas.
NEF-«kB es un factor de transcripcion que se activa cuando se produce un aumento
de ERO, y que tiene como funcion principal la regulacion de diversas rutas
metabdlicas, entre las que se incluyen las rutas antioxidantes e inflamatorias. Este
factor de transcripcion se activa en el citoplasma, seguido de la activacion de la
expresion de citoquinas inflamatorias como IL1B. NF-kB controla su propia
actividad proinflamatoria mediante la renovacion de p62 en mitocondrias
danadas, actuando como un control negativo, pero también regulando la

inflamacién en el tejido dafiado!%3106:329330,

Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron que la expresion génica del
NF-kB aumenta de manera significativa en presencia de luz azul. Como se ha
observado anteriormente, la luz azul actiia como factor oxidante, aumentando la
presencia de ERO, por lo que este aumento en la expresion del factor de
transcripcién NF-«kB podria apoyar también esa hipdtesis. Sin embargo, cuando
la luz azul se combina con el PRGF, la expresion de este marcador se ve reducida,
aunque no de manera significativa. Por otra parte, el tratamiento de PRGF
también muestra una expresion por debajo de la obtenida con el tratamiento
control, por lo que podria sugerir que el PRGF, al disminuir la accién de las ERO,
también contribuye a la disminucion de este marcador. En cuanto a la expresion
proteica, no se vieron diferencias entre los tratamientos. Esto podria deberse a
que el NF-«kB se transloca al nticleo para llevar a cabo la activacion en la expresion
de otros genes, por lo que su presencia proteica en el citoplasma podria sugerir
que permanece inactivo hasta que su accion es requerida. Para poder estudiar
este resultado con mds detenimiento, se realiz6 una tinciébn por
inmunofluorescencia. Mediante las imagenes obtenidas, se pudo determinar el
aumento de la presencia del marcador en la zona nuclear y perinuclear. Esto
apoya la teoria de la translocacion al nticleo y explica la ausencia de diferencias
proteicas del citoplasma entre los tratamientos analizados mediante WB.
Ademads, para poder confirmar si la expresion de este marcador sigue un patron

temporal, también se realizd una tincion por inmunofluorescencia a las 3 horas
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de experimento. Los resultados mostraron que, al igual que ocurria tras 18 horas
de dafo, la expresion de este marcador aumenta en la zona del ntcleo cuando

detecta la presencia de luz azul, a diferencia del resto de tratamientos.

La proteina p62 actia como adaptador entre el UPS y el ALP. Cuando el
proteasoma esta sobresaturado, p62 activa la ruta de ALP, ya que posee una zona
de interaccion con LC3%2102108-1133%7_ Esta proteina también actia como un ARE, ya
que, en presencia de ERO, interactia con Keapl, favoreciendo la liberacién de
Nrf2, que se transloca al nucleo y estimula la expresion de otros genes
antioxidantes, como se indico en el primer capitulo. Los resultados obtenidos de
la expresion génica de este marcador muestran que la luz azul aumenta su
expresion. Sin embargo, la combinacion del PRGF con la luz azul produce un
aumento aun mads significativo. Esto podria sugerir que la expresion de este
marcador aumenta con el objetivo de favorecer las rutas antioxidantes y
autofagicas. Los resultados obtenidos mediante WB confirmaron los resultados
obtenidos por qPCR, ya que el tratamiento combinado de luz azul y PRGF
muestra un aumento en la expresion proteica. Estos resultados se analizaron
también con ayuda de una tincién por inmunofluorescencia, que mostré un
aumento llamativo en la expresion del marcador en presencia de luz azul en la
zona perinuclear. El tratamiento combinado de PRGF y luz azul también mostré
un aumento en la expresion, aunque siguiendo un patrén mas difuso. Liu et al
describen que la presencia de agregados de p62 suele ir directamente relacionada
con una reduccion de la autofagia y un aumento en la UPS"2. Anteriormente, se
mostré que el PRGF promueve las rutas antioxidantes cuando detecta la
presencia de la luz azul. Este resultado concuerda con el descubrimiento del
aumento de expresion de p62 inducido por el PRGF combinado con luz azul,
sugiriendo que se promueven las rutas protectoras controladas por la proteina.
En cualquier caso, parece claro que la accion del p62 comprende un intrincado
proceso, en el que se combinan acciones orientadas hacia la ruta antioxidante,

hacia las rutas de muerte celular por ubiquitinacién o hacia la autofagia.

Parece claro que la autofagia es un proceso muy controlado. Varios autores han

descrito que la presencia de LC3 es un signo de activacidon de autofagia!'4-116.12233%,
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Este marcador se expresa en dos formas. La inactiva, LC3I, que se localiza en el
citoplasma, y la forma activa, LC3II que se forma al unirse a un grupo lipidico.
LC3II se ancla a la membrana del fagoforo y, favorecido por otros mediadores,
estimula su elongacion hasta convertirlo en autofagosoma. Estos mediadores son
las proteinas Atg. Por ejemplo, Atgb se une a Atgl2 para formar un complejo.
Este complejo, cuando detecta la presencia de LC3II, se une a Atglé para
favorecer el anclaje de LC3II a la membrana del fagoforo. Los andlisis de la
expresion génica de Atg5 en este trabajo mostraron que el PRGF favorece su
expresion, en contraposicion con los obtenidos del andlisis proteico. Esta proteina
actiia en las etapas iniciales de la formacion del autofagosoma, por lo que este
resultado podria sugerir que su deteccion seria mas propicia al inicio del proceso.
En ese respecto, los resultados obtenidos mediante WB mostraron que la luz azul,
tanto individualmente como en combinacion con el PRGF, estimula su expresion.
Todo esto podria apoyar la hipdtesis de que la expresion de Atg5 se estimula en
las etapas iniciales del dano, ya que participa en el anclaje de LC3II a la
membrana del fagoforo, pero que permanece activada durante un periodo de
tiempo mas largo. Por otra parte, también hay evidencias de que la expresion de
Atgb/Atgl2 estd controlada por los ritmos circadianos, por lo que la expresion de

este marcador podria seguir un patron ciclico.

Los andlisis de la expresién génica de LC3 mostraron que la luz aumenta su
expresion. Esto sugiere que la activacion de la autofagia estd promovida por la
luz azul, debido al aumento de los dafios producidos en las células. Varios
estudios demuestran que la expresién de LC3, como ocurria con Atg5, es mayor
en las fases iniciales de la autofagia, debido a su implicaciéon en la maduracion
del fagoforo. Sin embargo, la exposicion de luz azul indujo la expresion de este
marcador durante todo el experimento. Para determinar la cantidad real de
proteina activa en las células, hay que tener en cuenta la ratio entre LC3II y LC3L
Asi, los resultados mostraron que el tratamiento con luz azul y PRGF estimula la
expresion de LC3I por encima de LC3IIL Esto podria ser indicativo de que la
expresion de este marcador es mas facilmente observable en etapas iniciales del

proceso, asi como que, una vez que el autofagosoma estd formado y ha
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madurado, no es necesaria la conversion de LC3I a LC3II. Asimismo, no seria
necesario promover la expresion de este gen si la proteina no estd siendo
activada. Song et al observaron que la expresion proteica de LC3 sigue un patrén

contrario a p62 y que la expresion de este ultimo aumenta cuando detecta bajas

cantidades de LC3II'°,

NEF-xB también activa la liberacion de Beclinl de su inhibidor, Bcl-21243%°, Como
LC3, Beclinl juega un papel importante en la elongacion y maduracion del
fagoforo'?. Los resultados obtenidos del andlisis de expresidon génica para este
marcador mostraron que la luz azul aumenta su expresion, tanto sola como en
combinacion con PRGF. Los resultados obtenidos por WB mostraron que el
PRGF estimula la expresion proteica de este marcador, aunque los resultados no
son estadisticamente significativos. Aunque la combinacion de PRGF y luz azul
no mostro resultados del todo concluyentes, si que sugieren un aumento en la
expresion con respecto a los obtenidos en el control, y por lo tanto podrian
sugerir una estimulacion de la autofagia. Para poder analizar este resultado, se
llevd a cabo la tincidon por inmunofluorescencia de su inhibidor, Bcl2. Los
resultados de este andlisis mostraron que, tanto en condiciones normales como
en presencia de luz azul, su expresion es elevada. Sin embargo, ambos
tratamientos con PRGF, pero en especial el que estd en combinacién con luz azul,
mostraron una disminucién llamativa en su expresion. Esto podria sugerir que,
al reducir su expresion, se esta favoreciendo la de Beclinl y, por lo tanto, la

autofagia.

Como se menciono anteriormente, NF-kB también juega un papel fundamental
en la regulacion del proceso inflamatorio. Ademads, tiene la capacidad de
modular su propia funcién proinflamatoria mediante un feedback negativo,
controlando la formacién del inflamasoma y, por lo tanto, previniendo el dafio
tisular inducido por inflamacion. Varios estudios demuestran que diversas
citoquinas participan en el proceso de autofagia. Cuando NF-kB se activa
después de detectar la presencia de ERO, se produce la activacion de citoquinas
como IL1B y IL18. De hecho, la intervencion de la IL1B en la autofagia ha sido

ampliamente estudiada. Los resultados obtenidos por qPCR mostraron que la luz

137



Capitulo 3

azul estimula la expresion génica de este marcador. Asimismo, el tratamiento
combinado de PRGF y luz azul produjo una reduccion de su expresion. No
obstante, los resultados de WB mostraron un aumento en la expresion cuando el
PRGF se combina con la luz azul. Esto podria deberse a la presencia de esta
citoquina en la activacion de la autofagia. Por otro lado, IL18 se expresa cuando
la autofagia esta inhibida. Los datos obtenidos en este trabajo muestran que el
tratamiento de PRGF redujo su expresion tanto génica como proteica, sugiriendo

que la autofagia no estd inhibida.

Todo esto podria indicar que la luz azul, a causa del dano que produce en las
células, estimula la autofagia. Sin embargo, la combinacion del PRGF con la luz
azul la estimula atin mas. Para descartar que el PRGF esté causando algun tipo
de dafio, los resultados muestran que, por si solo, no altera los mecanismos
celulares, pero si prepara a las células para que aumenten su respuesta frente al

dano.

Como limitaciones cabe senalar que este trabajo estd realizado en un
procedimiento de 18 horas de exposicion, por lo que seria interesante estudiar el
mismo proceso en un periodo de tiempo mads corto, con el fin de analizar las

respuestas de marcadores tempranos como LC3 y Atg5.
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C4.1. Introduccion

En los ultimos anos, se ha puesto de manifiesto que la continua exposicion a la
luz artificial podria convertirse en un factor de riesgo para personas que padecen
patologias oculares. Esta luz artificial, que forma parte del espectro visible, esta
compuesta por fracciones de longitud de onda mas cortas, entre las que se
encuentra la luz azul (400-500 nm). Varias investigaciones ponen de manifiesto
que esta radiacion es la responsable de inducir dafios en la retina, puesto que
tiene la capacidad de atravesar las estructuras previas a esta, estimulando la
desorganizacion de sus componentes moleculares y generando, finalmente, la

destruccién de su 1ntegr1dad Celular150'177'340‘349'217'350'351'219'22127527727&30&316.

Como se ha mencionado anteriormente, hay diferentes factores que pueden
afectar a la retina. Estos, entre los que se encuentra el envejecimiento o el estilo
de vida, toman mayor relevancia en presencia de enfermedades preexistentes,
pudiendo llegar a causar la degradacion progresiva de las células retinianas hasta

producir, incluso, una pérdida parcial o total de la vision. 17

Las enfermedades neurodegenerativas, como la DMAE, conllevan a la muerte
progresiva de los fotorreceptores. Particularmente en el caso de la DMAE seca,
la muerte de este tipo de células se produce como consecuencia de la formaciéon
de unos depdsitos, conocidos como drusas, que inducen, a su vez, la muerte de
las células del EPR y, por tanto, de la fuente de alimento y proteccion de los
fotorreceptores. El estrés oxidativo también tiene un papel importante en el
deterioro retiniano, ya que la exposicion continua y/o mantenida a ERO produce
una desregulacion de las bases moleculares presentes en las células, llegando a
producir la muerte celular. Por esto, en clinica es muy importante realizar
pruebas que estudien la funcionalidad retiniana con el fin de analizar el
desarrollo y la evolucion de la enfermedad. En este respecto, una técnica

ampliamente utilizada y fiable es el estudio del ERG.

En los tltimos afios, se ha comprobado que los agentes antioxidantes pueden ser

utilizados como preservantes de la funcionalidad retiniana. Basandonos en esto,
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el PRGF podria ser también un agente neuroprotector, ya que, como se indico en
el capitulo anterior, reduce la presencia de ERO tras la exposicion a la luz azul y,

por tanto, protege a las células frente al dafio oxidativo.

Por lo tanto, este capitulo se centra en analizar el efecto combinado del PRGF y
de la luz azul, tanto a nivel funcional como mediante el estudio de diversas

moléculas que muestran el estado celular de la retina en un modelo in vivo

C4.2. Disefio experimental

El disefio experimental para el estudio de la respuesta funcional de la retina ante
un dafio producido por luz azul se dividié6 en dos partes: funcionalidad y

cambios moleculares.
Estudios de funcionalidad

El andlisis funcional se llevdo a cabo mediante ERG. Esta técnica permite
determinar la respuesta de la retina ante un estimulo luminico mediante el

estudio de distintas ondas y, por ende, su estado funcional.

Para poder llevar a cabo este experimento, se utilizaron ratas Wistar (n=16), que
fueron divididas en dos grupos en base al tiempo de exposicion. Ambos grupos
fueron expuestos al patrén de luz/oscuridad descrito en la Tabla 17. El grupo T10
se mantuvo en ensayo durante 10 dias, mientras que el grupo T30 lo hizo durante

30 dias. Ambos grupos fueron expuestos al mismo procedimiento.

Previamente al inicio del experimento, los animales fueron mantenidos durante
16 horas en oscuridad para la realizacion de los electrorretinogramas y medidas
de la Plo correspondientes al tiempo 0, en condiciones basales. Los animales
fueron expuestos a sus respectivos tratamientos experimentales durante 10 y 30
dias segun el grupo de estudio, realizdndose las pruebas de funcionalidad y
medidas de Plo cada 10 dias. En el dia 7 de experimento, los animales recibieron
tratamiento con PRGF o salino, en base a su grupo experimental correspondiente.
A los ojos derechos se les inyectaron 10 pl de suero salino, utilizando una jeringa

tipo Hamilton en la esclera, justo después del limbo, mientras que los ojos
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izquierdos fueron inyectados con 10 pl de PRGF 100%. Tras el tratamiento, los
animales se mantuvieron bajo las condiciones experimentales correspondientes
hasta finalizar los tiempos de estudio. Finalmente, los animales fueron

eutanasiados y los ojos fueron enucleados.

Tratamientos Medio Oscuridad/Luz
Control 10 pl solucioén salina Oscuridad
Luz azul 10 pl solucién salina Luz azul 100 lux (4 horas/dia)
PRGF 10 ul PRGF 100% Oscuridad
Luz azul + PRGF 10 pl PRGF 100% Luz azul 100 lux (4 horas/dia)

Tabla 17. Listado de tratamientos en experimentos in vivo

Estudios moleculares

Los ojos de los animales, previamente fijados en paraformaldehido 4% e
incluidos en OCT para su congelacion, fueron procesados y cortados en secciones

transversales de 7 um de espesor mediante criostato.

Las secciones transversales se analizaron mediante ensayos de histologia clasica

(hematoxilina-eosina) e inmunofluorescencia.

¢ Hematoxilina-eosina: las muestras fueron tenidas con hematoxilina-
eosina, siguiendo el protocolo habitual descrito previamente, para
analizar el espesor de la retina. Una vez realizada la tincion, se tomaron
las imagenes de la zona mas proxima al nervio dptico con ayuda de un
microscopio y fueron analizadas con el programa Fiji. Para ello, se
tomaron 5 medidas de los espesores de las diferentes imagenes y se
calcularon las medias.

e Inmunofluorescencia: Para evaluar el estado celular de la retina, se realizd
una inmunofluorescencia para los siguientes anticuerpos (Tabla 18). A
continuacién, se calculd el Mean gray value (MGV) para determinados
marcadores con ayuda de Fiji. Para el marcador Brn3a se realizd una
cuantificacion de las células positivas de tres imdagenes de cada
tratamiento. A continuacidn, los analisis estadisticos se realizaron

utilizando el programa GraphPad.

143



Capitulo 4

Anticuerpo Referencia (RRID) Especies Diluciéon Casa comercial
Anticuerpos primarios
Enzo LS,
HO-1 Enzo Life Sciences Cat# ADI-SPA-894 Conejo 1:100 Farmingdale, NY,
USA
Agilent Cat# Z0334, Dako, Santa Clara,
GFAP Conejo 1:500
RRID:AB_10013382 CA, USA
Millipore,
Millipore Cat# AB144P-200UL,
ChAT Cabra 1:250 Burlington, MA,
RRID:AB_90661
USA
Santa Cruz Biotechnology Cat# sc- Santa Cruz, Dallas,
Brn3a Ratén 1:200
31984, RRID:AB_2167511 TX, USA
Millipore,
Millipore Cat# MABN15,
Rodopsina Ratén 1:200 Burlington, MA,
RRID:AB_10807045
USA
Anticuerpos secundarios
Catalog # A32814 Thermo Fisher
Anti-conejo ThermokFisher,
Scientific Cat# A32814, Cabra 1:300
Alexa Fluor 488 Waltham, MA, USA
RRID:AB_2762838
Catalog # A32758 Thermo Fisher
Anti-cabra ThermoFisher,
Scientific Cat# A32758, Burro 1:300
Alexa Fluor 594 Waltham, MA, USA
RRID:AB_2762828
Catalog # A32742 Thermo Fisher
Anti-raton ThermoFisher,
Scientific Cat# A32742, Cabra 1:300
Alexa Fluor 594 Waltham, MA, USA

RRID:AB_2762825

Tabla 18. Anticuerpos empleados en inmunohistoquimica en el modelo in vivo.

C4.3.

Resultados

Los resultados obtenidos a través del andlisis del ERG mostraron que, a los 10

dias (Figura 47), la luz azul produjo una disminucién significativa de la actividad

de la retina. Sin embargo, ambos tratamientos con PRGF mostraron resultados

similares a los obtenidos con el control. En el experimento realizado a 30 dias se

pudo observar que ocurre algo similar (Figura 49). La luz redujo de manera

significativa la respuesta retiniana, lo que fue contrarrestado por el tratamiento

combinado con PRGF. En ambos casos, se pudo observar que hay una diferencia

entre el tiempo 0 y cada uno de los tiempos de experimentacion. Esto podria

deberse a un efecto secundario de la realizacion de un procedimiento invasivo,

como es la inyeccion intraocular.
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Para poder analizar estos datos y hacer un seguimiento del estado del ojo, se
realizaron medidas de la Plo durante el experimento. En la Figura 48 se puede
ver que no hay diferencias significativas entre los valores obtenidos a tiempo 0 y
a tiempo 10. Esto nos indica que el procedimiento de inyeccion del
correspondiente tratamiento no afectd a la presion intraocular. Datos similares se

obtuvieron en el grupo T30 en el experimento realizado a 30 dias (Figura 50).
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Figura 47. Medidas de la onda b obtenidas mediante ERG en condiciones escotopicas a tiempo 0
y tiempo 10. (n=4). (A) Representacion grafica del ERG en el tiempo 0 y a los 10 dias del
experimento. Los resultados muestran que la luz azul produjo una disminucién en la
funcionalidad de la retina. Ambos tratamientos de PRGF mostraron valores similares a los
obtenidos en el control. (B) Diagrama de ERG a tiempo 10. Los tratamientos de control y PRGF
mostraron patrones normales. Sin embargo, la luz azul redujo la sefial de la retina. E1 PRGF en
combinacion con la luz azul produjo una mejora en la respuesta comparando con el tratamiento
Unicamente de luz. Anova Two-way. Test Tukey de comparacion multiple * p <0.05, *** p <
0.001, **** p < 0.0001.
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Figura 48. Grafico de la presién intraocular (Plo) a tiempo 0 y a tiempo 10 dias. Los resultados
muestran que no hay diferencias significativas. Anova Two-way. Test Tukey de comparacion
multiple (n=4).

146



Capitulo 4

500
3 400- *
®©
§ 300-
(@]
)
£ 200+
o
% 100 H
(]
m 0' T 1|_| T T - TO
Control Luzazul PRGF Luzazul @ T30
B PRGF

1250,00pV/div. Right EYE| Left EYE

VN K AL /J\/\/\\\VK\/\\L

\J\/‘a

CONTROL PRGF

[250,00pV/div Right EYE|

20,0ms/div|

Left EYE|

b

N Iam]'\ [\v/\_m N
=,

LUZ AZUL LUZ AZUL + PRGF

20,0ms/div|

Figura 49. Medidas de la onda b obtenidas mediante ERG en condiciones escotopicas a tiempo 0
y tiempo 30. (n=4). (A) Representacion grafica del ERG a tiempo 0 y a los 30 dias del
experimento. Los resultados muestran que la luz azul produjo una disminucién en la
funcionalidad de la retina. Ambos tratamientos de PRGF mostraron valores similares a los
obtenidos en el control, incluso algo mejores. (B) Diagrama de ERG a tiempo 30. El tratamiento
de PRGF mostr6 un patrén normal. Sin embargo, la luz azul redujo la sefal de la retina. El
PRGF en combinacién con la luz azul produjo una mejora en la respuesta comparando con el
tratamiento iinicamente de luz. Anova Two-way. Test Tukey de comparaciéon multiple * p < 0.05.
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Figura 50. Grafico de la presion intraocular (Plo) a tiempo 0 y a tiempo 30 dias. Los resultados
no mostraron diferencias significativas entre los tratamientos. Anova Two-way. Test Tukey de
comparacion multiple (n=4).

El analisis realizado del espesor retiniano a través de la tincién con hematoxilina-
eosina mostrd que, a los 10 dias, el tratamiento de luz supuso un aumento
significativo del mismo (Figura 51). Sin embargo, ambos tratamientos con PRGF
no produjeron ninguna modificacion significativa del espesor con respecto a los

resultados obtenidos en el control.
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Figura 51. Cortes transversales de secciones de retinas del experimento de 10 dias tefiidos con
hematoxilina eosina (n=4). Las imagenes mostraron que el PRGF combinado con luz azul
mantuvo el espesor de la retina en valores proximos al control. Sin embargo, la luz azul causo
una disrupcion en la integridad de la retina. La cuantificacion de las medias del espesor mostro
que hay diferencias significativas entre los resultados obtenidos de las retinas expuestas a luz
azul y las que fueron sometidas a la combinacién de luz azul y PRGF. Anova One-way. Test
Sidak de comparacién multiple * p < 0.05, ** p < 0.005. Barra de escala 20 pum.
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Por el contrario, a los 30 dias, se pudo observar una contraccion del espesor
retiniano en el tratamiento con luz azul (Figura 54). Como ocurrio en el
experimento llevado a cabo durante 10 dias, ambos tratamientos con PRGF

mostraron valores similares al control.
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Figura 52. Cortes transversales de secciones de retinas del experimento de 30 dias tefiidos con
hematoxilina eosina (n=4). Las imagenes mostraron que el PRGF combinado con luz azul
mantuvo el espesor de la retina en valores proximos al control. Sin embargo, la luz azul causo6
una disrupcion en la integridad de la retina. La cuantificacién de las medias del espesor mostro
que hay diferencias significativas entre los resultados obtenidos de las retinas expuestas a luz
azul y el control. Anova One-way. Test Sidak de comparacién multiple * p < 0.05. Barra de escala
20 pm.

Los resultados obtenidos de la expresion de Brain-specific homeobox/POU
domain protein 3A (Brn3a) a 10 dias (Figura 53) mostraron que el PRGF, tanto
solo como combinado con luz azul, produjo un aumento significativo. A los 30

dias (Figura 54), se puede observar un patron similar.
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Figura 53. Corte transversal de seccion de retina a tiempo 10 dias en tincién por
inmunofluorescencia de Brn3a (rojo) y DAPI (azul) (n=4). Los resultados obtenidos mostraron
que el PRGF, tanto solo como en combinacién con la luz azul, aumento el nimero de células
positivas comparado con el tratamiento de luz azul. Anova One-way. Test Sidak de comparacién
multiple * p <0.05, ** p <0.005. Barra de escala 50 pm.
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Figura 54. Corte transversal de seccidn de retina a tiempo 30 dias en tincidén por
inmunofluorescencia de Brn3a (rojo) y DAPI (azul) (n=4). Los resultados obtenidos mostraron
que el PRGF aumento el nimero de células positivas comparado con el tratamiento de luz azul.
El tratamiento de la combinacién de luz azul y PRGF también muestra un nivel similar al del
PRGEF solo, pero los resultados no son estadisticamente significativos. Anova One-way. Test
Sidak de comparacion multiple ** p <0.005. Barra de escala 50 um.

El andlisis de las imagenes de inmunofluorescencia para el marcador GFAP
(Figura 55) mostré un aumento significativo de su expresion en presencia de luz
azul, mientras que ambos tratamientos con PRGF mostraron una expresion
menor incluso que los resultados obtenidos en el tratamiento control. Este patron

se produjo tanto a los 10 dias como a los 30 (Figura 56), aunque si se puede ver
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que, en el segundo grupo, la expresion es algo mayor en todos los tratamientos.
En cuanto a la respuesta del grupo control, el aumento de la expresion de este
marcador podria deberse al propio procedimiento invasivo del tratamiento, ya
que el suero salino no es capaz de revertir el dafio producido y estimula la

respuesta de las células gliales.

Control Luz azul

PRGF + Luz azul

Figura 55. Corte transversal de seccion de retina a tiempo 10 dias en tincién por
inmunofluorescencia de GFAP (verde) y DAPI (azul) (n=4). Los resultados obtenidos mostraron
que la luz azul produjo un aumento en la expresion de este marcador, a diferencia de ambos
tratamientos con PRGF, que mostraron una expresion incluso por debajo de la obtenida en el
tratamiento control. Barra de escala 50 pum.
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Figura 56. Corte transversal de seccidn de retina a tiempo 30 dias en tincién por
inmunofluorescencia de GFAP (verde) y DAPI (azul) (n=4). Los resultados obtenidos mostraron
que la luz azul produjo un aumento en la expresion de este marcador, a diferencia de ambos
tratamientos con PRGF, que mostraron una expresion incluso por debajo de la obtenida en el
tratamiento control. Barra de escala 50 pm.
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Los resultados obtenidos de la expresion de Colin-acetiltransferasa (ChAT)
mostraron una gran reduccion de su expresion en presencia de luz azul tanto a
los 10 dias (Figura 57) como a los 30 (Figura 58). En ambos casos, se pudo
observar que la expresion de este marcador en los tratamientos de PRGF mostré

valores muy similares a los del control.

Control Luz azul

PRGF + Luz azul o

Figura 57. Corte transversal de seccion de retina a tiempo 10 dias en tincién por
inmunofluorescencia de ChAT (verde) y DAPI (azul) (n=4). Los resultados mostraron una
disminucion de la expresion de este marcador en el tratamiento con luz azul. Ambos
tratamientos de PRGF mostraron un patrén de expresion muy similar al del control. Barra de
escala 50 pm.
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PRGF + Luz azul S

Figura 58. Corte transversal de seccidn de retina a tiempo 30 dias en tincién por
inmunofluorescencia de ChAT (verde) y DAPI (azul) (n=4). Los resultados mostraron una
disminucion de la expresion de este marcador en el tratamiento con luz azul. Ambos
tratamientos de PRGF mostraron un patron de expresion muy similar al del control. Barra de
escala 50 um.
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La expresion de HO-1 a los 10 dias (Figura 59) aumentd de manera significativa
comparando con los tratamientos de PRGF. A los 30 dias (Figura 60), también se
puede ver una expresion ligeramente elevada en los tratamientos con luz azul,
aunque las diferencias no son significativas. Esto probablemente se deba a que

este marcador tiene un patron de expresion vinculado con el tiempo, por lo que

se va estabilizando segtin pasan los dias de exposicion al dano.
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Figura 59. Corte transversal de seccidn de retina a tiempo 10 en tincién por
inmunofluorescencia de HO-1 (verde) y DAPI (azul) (n=4). Los resultados mostraron un

MGV

aumento en la expresiéon de HO-1 causado por la presencia de la luz azul. Los resultados del
mean gray value (MGV) confirmaron el aumento de expresién en comparacion con ambos
tratamientos de PRGF. Anova One-way. Test Sidak de comparacién multiple * p < 0.05 Barra de

escala 50 um
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Figura 60. Corte transversal de seccién de retina a tiempo 30 en tincién por
inmunofluorescencia de HO-1 (verde) y DAPI (azul) (n=4). Los resultados mostraron un
aumento en la expresion de HO-1 causado por la presencia de la luz azul. El analisis del MGV

no mostré diferencias significativas en la expresion, aunque si se puede observar una tendencia
de incremento en los tratamientos con luz azul. Anova One-way. Test Sidak de comparacion
multiple. Barra de escala 50 um.
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Los resultados obtenidos mediante el analisis de expresion de la rodopsina
mostraron que, a los 10 dias (Figura 61), su expresion disminuy6 de manera
significativa en el tratamiento con luz azul. A los 30 dias (Figura 62), también se

redujo, sin embargo, los valores no fueron significativos.
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Figura 61. Corte transversal de seccidon de retina a tiempo 10 en tincién por
inmunofluorescencia de Rodopsina (rojo) y DAPI (azul) (n=4). Los resultados mostraron una
reduccion en la expresion de este marcador en presencia de luz azul en comparacion con el
tratamiento de PRGF solo. El resto de los grupos experimentales mostraron valores préximos al
control. Anova One-way. Test Sidak de comparacién multiple. Barra de escala 50 pm.
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Figura 62. Corte transversal de seccidon de retina a tiempo 30 en tincién por
inmunofluorescencia de Rodopsina (rojo) y DAPI (azul) (n=4). Los resultados mostraron una
reduccién en la expresion de este marcador en presencia de luz azul en comparacién con el
tratamiento de PRGF solo. El resto de los grupos experimentales mostraron valores proximos al
control. En este caso, el MGV no mostré diferencias significativas entre los grupos, aunque si se
confirma la tendencia. Anova One-way. Test Sidak de comparacién multiple. Barra de escala 50
pm.
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C4.4. Discusion

La retina es una de las partes mas importantes del ojo, ya que es la principal
responsable de la vision en los seres vivos. Es un tejido que esta compuesto por
diferentes tipos celulares, como neuronas, fotorreceptores, o células epiteliales, y
todas ellas participan en los diversos procesos bioquimicos llevados a cabo. Por
ejemplo, los fotorreceptores controlan el proceso mediante el cual se envian
estimulos eléctricos a través del nervio Optico hasta llegar al cerebro, para crear
imagenes. Sin embargo, las células del EPR se encargan de nutrir y protegerlos.

Por todo esto, es vital que se mantenga la integridad de todos los tipos celulares.

Hay diversos factores que pueden comprometer la supervivencia celular, entre
los que se encuentran el estilo de vida, pero también el envejecimiento. Sin
embargo, en los tltimos anos se ha puesto de manifiesto la existencia de un nuevo
riesgo potencial, la luz azul. Este tipo de luz de longitud de onda corta es capaz
de alcanzar las células de la retina y dafar sus estructuras. Este factor supone un
riesgo anadido en individuos con patologias previas, ya que podria acelerar o
agravar la degeneracion, y como consecuencia desembocar en una ceguera
parcial o total. Por esta razdn, los investigadores llevan afos buscando soluciones

para frenar este problema.

El PRGF es un plasma que se obtiene de la sangre del propio paciente. Su eficacia
ha sido demostrada en diferentes tejidos, donde estimula la proliferacion celular,
actuando como un adyuvante en la cicatrizacion, o comportandose como agente
antiinflamatorio. En retina, hasta la fecha, ha sido utilizado para tratar
determinados casos de agujeros maculares, mostrando resultados positivos tanto
en la cicatrizacién como en la recuperacion de la vision. Asimismo, en el capitulo
anterior se pudo observar la eficacia del PRGF como antioxidante. Por todo ello,
parece que este agente podria actuar como neuroprotector de la retina,

preservando su estructura y funcionalidad.

El ERG es una herramienta muy utilizada para determinar el estado de la retina,
puesto que proporciona la informacion de su respuesta frente a un estimulo

luminoso.

155



Capitulo 4

Para poder examinar con mayor precision el estado retiniano, se elabor6é un
disefio experimental a corto plazo (10 dias) y a medio plazo (30 dias), de manera
que se pudiera analizar el efecto del PRGF como agente neuroprotector mediante

un modelo de fototoxicidad.

Los valores obtenidos mediante ERG a dia 10 mostraron que la sefial obtenida se
ve reducida en todos los casos salvo en el tratamiento de PRGF cuando
comparamos los resultados con los obtenidos a tiempo 0. En el caso del control,
esta reduccion puede ser causada por el propio pinchazo para la inoculacion del
tratamiento, un procedimiento invasivo no exento de riesgos. No se puede
descartar que se haya producido una pequena fuga del humor vitreo, generando
una disminucion de la presién intraocular. Ademas, a posteriori, se notificd, por
parte de la empresa fabricante, un defecto en las agujas empleadas para el
suministro del tratamiento que implicaba la posible aparicion de inflamacion e
irritacion por la deposicion de residuos de silicona, de modo que podria influir
en la aparicion de los danos. No obstante, los resultados obtenidos del
tratamiento con luz azul si mostraron una reduccion significativa de la sefial

comparando con el control.

Por otra parte, si se analizan los resultados obtenidos de la Plo, no se observan
diferencias significativas entre los tratamientos. Este resultado es interesante,
puesto que, en caso de producirse un aumento en la presion intraocular, podria

alterar otras estructuras celulares causando un efecto indeseado.

En los resultados obtenidos a 30 dias se puede ver que la respuesta de la retina
medida mediante ERG se reduce de manera significativa en el tratamiento de luz
azul comparando con los valores obtenidos a TO. Sin embargo, en el resto de los
tratamientos se puede observar que hay una tendencia a igualarse a los valores
de referencia. Esto muestra que la luz azul produce dafios en los fotorreceptores.
Cabe destacar que el tratamiento con PRGF también sigue la tendencia a
igualarse con el valor obtenido a tiempo 0, lo cual indica que un solo pinchazo
de PRGF ya es capaz de proteger a la retina frente al dafio producido por luz

azul, al menos durante 30 dias. Los valores de Plo no son significativos, aunque
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si podemos observar una tendencia ligeramente mds alta en el tratamiento de luz

azul.

El estudio inmunohistoquimico de las muestras obtenidas a 10 dias mostrd que
laluz azul aumenta de manera significativa el espesor del tejido. Algunos autores
sugieren que, en las etapas iniciales del dano, las células de la retina se hinchan
y deforman, generando un patrén desordenado. Sin embargo, a medida que pasa
el tiempo, la retina va adelgazando, perdiendo capas celulares y, por lo tanto,
funcionalidad. Cuando se analizan los resultados obtenidos a 30 dias, se puede
comprobar que es eso lo que ocurre, ya que el tratamiento con luz azul mostro
un estrechamiento del espesor estadisticamente significativo comparado con el
control. Asimismo, se puede ver que el tratamiento combinado de PRGF y luz

azul mostré resultados muy similares a los obtenidos en el control.

Ademads, se analizaron diferentes marcadores para poder conocer el estado
celular. Brn3a es un marcador de células ganglionares®2%3. En este caso, se puede
observar que la luz azul produjo, tanto a dia 10 como a dia 30, una reduccién
significativa en el numero de células Brn3a positivas. Esto estd apoyado por los
trabajos de otros investigadores, que muestran que la luz azul reduce la
supervivencia de las células ganglionares, produciendo una disminucion en la
recogida de informacidn visual que se envia a los fotorreceptores y, por lo tanto,
reduciendo el campo visual. Los analisis llevados a cabo de ChAT, que es un
marcador de células neuronales!®®3> son similares a los obtenidos con Brn3a. En
este caso, al producirse una reduccién del nimero de neuronas inducida por la
presencia de la luz azul se disminuiria la capacidad visual. Los resultados
obtenidos del analisis de la rodopsina, un marcador de bastones?5311:353%,
muestran que la luz azul también reduce su presencia. En los datos obtenidos a
dia 10 se pueden observar con mayor facilidad las diferencias entre los distintos
tratamientos, mientras que en el dia 30 los valores son algo mas heterogéneos en
los grupos con tratamiento de PRGF, de manera que no se observan diferencias
estadisticamente significativas a pesar de la reduccion drastica de rodopsina en
el grupo expuesto tnicamente a luz azul. Esto podria tener como consecuencia

la alteracion de la vision en condiciones escotdpicas, puesto que los bastones son
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las células implicadas en ese tipo de vision. GFAP es un marcador expresado por
distintos tipos celulares del SNC73¢-%0 como los astrocitos o las células de
Miiller, como respuesta a un estimulo nocivo. También esta relacionada a otras
proteinas estructurales como la vimentina, y es responsable de la produccion de
cicatrices por la interaccion con el tejido fibroso. Por esta razon, es un buen
marcador para dafio en las células de la glia. Los resultados a 10 dias mostraron
diferencias comparando cada uno de los tratamientos. A 30 dias, se hace todavia
mas evidente que la acciéon de la luz azul aumenta la presencia de dafio glial.
Asimismo, también se puede observar que el tratamiento de PRGF, tanto en

combinacion como solo, reduce significativamente su expresion.

Por ultimo, también se analizd la presencia de uno de los marcadores
antioxidantes mas importantes, HO-1. Los resultados a 10 dias mostraron un
aumento significativo del marcador en presencia de luz azul. Sin embargo, a los
30 dias, los resultados obtenidos fueron menos diferenciados. Esto podria ser
indicativo de que la HO-1 sigue un patrén temporal en su expresidén, como se
habia comentado previamente, pero también posiblemente condicionado por la

disminucion del espesor de la retina.

Finalmente, se podria decir que la luz azul reduce de manera visible la
funcionalidad de la retina ya que afecta a los distintos tipos celulares que lo
componen. No obstante, la accion del PRGF, tanto a 10 como a 30 dias, reduce los
signos nocivos producidos por la luz azul, manteniendo los niveles celulares muy

proximos a los basales y, por tanto, conservando la integridad celular de la retina.
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El estudio de las enfermedades neurodegenerativas es de vital importancia no
solo por la pérdida de la calidad de vida que supone para las personas que las

padecen, sino también por el impacto socioecondmico que conllevan.

Una manera efectiva de analizar las respuestas del SNC es a través de los ojos, ya
que actian como ventanas del cerebro. Por eso, el estudio de enfermedades
neurodegenerativas oculares, como la DMAE, puede servir como modelo para,
posteriormente, trasladar los hallazgos a otro tipo de enfermedades del SNC,

como el Parkinson o el Alzheimer.

La DMAE es una de las causas de pérdida de calidad visual con mayor
prevalencia, ya que afecta a cerca de 25 millones de personas en todo el mundo.
En el caso de la DMAE seca o atrofica, los tratamientos disponibles en la
actualidad para paliarla no son del todo efectivos, ya que mitigan algunos de los
efectos secundarios, pero no son capaces de paralizar su avance o revertir sus
consecuencias. Por todo esto, encontrar una terapia para tratarla es de vital

importancia.

Como se ha explicado anteriormente, las causas de la DMAE no estan del todo
claras, aunque si se sabe que hay diversos factores que pueden exacerbarla. Entre
estos factores, se encuentra la exposicion continua a luces de longitud de onda

corta, como la luz azul.

En los ultimos afios, se ha comprobado que los tratamientos basados en el uso de
factores de crecimiento mejoran la regeneracion celular. En este respecto, el
PRGF, que es un hemoderivado autdlogo, podria ser una buena alternativa.
Debido a su composicion rica en factores de crecimiento y libre de la serie blanca,
que podria causar reacciones inflamatorias, su utilizacién como farmaco para el
tratamiento de enfermedades ha ido ganando peso en la practica clinica. En
implantologia oral y traumatologia, se ha utilizado ampliamente para favorecer
la cicatrizacion de heridas, ya que promueve la regeneracion celular, mediante la
estimulacion de la proliferacion celular, y reduciendo la aparicion de procesos
inflamatorios. En oftalmologia, es utilizado como tratamiento de enfermedades

de la superficie ocular, como defectos epiteliales u ojo seco. Ademas, su efecto
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beneficioso también ha sido comprobado en el tratamiento de agujeros
maculares, sugiriendo que podria ser una buena via terapéutica para tratar

enfermedades como la DMAE.

Por todo esto, se ha estudiado el efecto beneficioso del PRGF en un modelo de
fototoxicidad por luz azul como posible tratamiento para enfermedades como la

DMAE.

Debido a la importancia del estrés oxidativo en el avance de las enfermedades
neurodegenerativas, lo primero que se analizd fue el efecto antioxidante del
PRGEF. Los resultados obtenidos en el modelo de fototoxicidad mostraron que el
PRGF reduce el estrés oxidativo de las células, ya que estimula los propios
mecanismos antioxidantes presentes en ellas. Asimismo, mantiene la actividad
mitocondrial en rangos muy proximos a los basales. Ademads, durante estos
estudios también se pudo comprobar que el PRGF en si mismo no produce
modificaciones moleculares en las células ni en sus mitocondrias, sino que solo
actiia cuando detecta la presencia de algin agente oxidante, como es la luz azul.
Esto es de gran utilidad, puesto que las alteraciones celulares podrian producir

efectos secundarios indeseados.

Ademads de la luz azul, también existen diversos agentes que afectan de manera
selectiva a la actividad mitocondrial, bloqueando alguno de los complejos de la
cadena de transporte de electrones. Para estudiar el comportamiento del PRGF
en presencia de deficiencias mitocondriales, también se analizaron dos agentes
bloqueantes: la azida sodica y la rotenona. En este caso, los datos preliminares
sugieren que la accion protectora del PRGF podria estar centrada en los
complejos I, II y III, ya que se vio mayor proteccion en presencia de la rotenona

y de la luz azul que de la azida sddica.

Durante este analisis comparativo, se realizé un estudio de dos importantes tipos
de muerte celular: la apoptosis y la necroptosis. Aunque todavia preliminares,
los resultados obtenidos parecen corroborar las investigaciones llevadas a cabo
por otros equipos, en las que la rotenona y la azida sddica muestran marcadores

de muerte celular mayoritariamente apoptdticos. Asimismo, la bibliografia es
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heterogénea en cuanto al tipo o tipos de muerte celular que la luz azul podria
activar. Algunos autores sugieren que activa rutas apoptoticas, mientras que
otros necroptoticas. En este caso, los resultados obtenidos parecen mostrar que
la luz azul podria poner en marcha ambas rutas de muerte celular. Por su parte,
el PRGF parece reducir las sefiales de muerte celular en presencia de rotenona y
de luz azul En cuanto a la azida sddica, los resultados parecen mostrar que el
PRGF no produce una disminucion de sus efectos toxicos. A pesar de que tanto
la rotenona como la azida sédica activan rutas de muerte apoptodticas, cabe
destacar que ambas estan desencadenadas por el bloqueo de distintos complejos
de la cadena de transporte de electrones mitocondriales. Esto sugiere que la
accion protectora del PRGF no se lleva a cabo de la misma forma en todos los
complejos mitocondriales, por lo que seria interesante analizarlo en mayor

profundidad en trabajos futuros.

Una de las vias de autorrenovacion celular es la autofagia, ya que es un
mecanismo que destruye componentes celulares que estdn dafiados y estimula,
asi, su sintesis de nuevo. El estudio de la accion del PRGF y la fototoxicidad sobre
la autofagia mostré que el PRGF por si solo no aumenta la autofagia, lo cual
sugiere que, en condiciones basales, no produce dano celular y por tanto no se
requiere de una renovacion de los componentes celulares. Sin embargo, cuando
el PRGF se combina con el dafo producido por luz azul, se promueve la autofagia
incluso por encima de los niveles producidos tinicamente por el dafio. Este
resultado se puede correlacionar con los resultados anteriores, sugiriendo que el
PRGEF solo acttia en presencia de dafio, favoreciendo asi la renovacion celular y

el mejor funcionamiento de los mecanismos moleculares de las células.

El efecto del PRGF como protector de la funcionalidad celular tras un dafio
producido por luz azul a corto y a medio plazo es fundamental para su potencial
aplicacion clinica. Los resultados mostraron que la luz azul redujo de manera
significativa la funcionalidad celular en ambos modelos temporales. Sin
embargo, el PRGF combinado con la luz azul mantuvo niveles de funcionalidad
muy proximos al control en todas las pruebas realizadas. Esto podria ser de gran

importancia, ya que el mantenimiento de la funcionalidad retiniana es una de las
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premisas mas estudiadas tanto en investigacion preclinica como clinica. Ademas,
es importante remarcar que estos resultados fueron obtenidos con una sola
administracion de PRGF en un tiempo concreto. Esto sugiere que el efecto
protector del PRGF se mantiene, al menos, durante 30 dias de experimentacion,
lo cual puede ser util para conocer la posologia del tratamiento en clinica.
Asimismo, también seria interesante analizar las respuestas retinianas en un
periodo de tiempo ain mayor, para analizar su evolucidén en un modelo a largo
plazo y comprobar durante cuanto tiempo se mantiene el efecto protector del

PRGF.

Por otra parte, este estudio también abre la puerta a otras investigaciones futuras,
en las que la via de administracion del PRGF fuese topica y no intravitrea. De
esta manera, se eliminarian las posibles reacciones inmunoldgicas producidas al

administrar el PRGF, ya que la inyeccidon podria causar heridas.

En general, los resultados obtenidos durante este trabajo de tesis doctoral
sugieren que el PRGF tiene una accién protectora combinada, tanto a nivel de
dafio oxidativo, como promotor de rutas de renovacion celular, o como protector
de la funcionalidad celular cuando detecta un dafio. Por si solo, parece que no
modifica las bases moleculares de las células, por lo que se podria concluir que
su accion solo se pone en marcha en presencia de agentes toxicos o nocivos, lo

cual es muy interesante ya que no produciria efectos secundarios indeseados.
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1. Con la literatura como referencia, se ha corroborado que la luz azul promueve
la aparicion de estrés oxidativo en células del EPR, ya que aumenta la presencia
de ERO y disminuye la actividad mitocondrial, causando dafo y muerte celular

y, por tanto, alterando la integridad de la retina.

2. EI PRGF protege a las células del EPR frente al estrés oxidativo producido por
el efecto fototdxico de la luz azul ya que estimula sus propias rutas antioxidantes,

conservando la actividad mitocondrial.

3. El1 PRGF protege a las células del EPR frente a la activacion de diversas rutas
de muerte celular, como la apoptosis y la necroptosis, reduciendo la expresion de
marcadores de muerte celular promovidos por agentes toxicos que ejercen una

accion directa sobre la mitocondria.

4. El PRGF estimula rutas de renovacion celular, como la autofagia, en un modelo
de fototoxicidad por luz azul, favoreciendo la conservacion de los componentes

celulares dafiados.

5. Una unica dosis de PRGF en el modelo in vivo protege a la retina y su
funcionalidad frente al dafo fototoxico cronico, prolongadndose su efecto varias

semanas tras su aplicacion.
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Abstract: Oxidative stress has a strong impact on the development of retinal diseases such as
age-related macular degeneration (AMD). Plasma rich in growth factors (PRGF) is a novel therapeutic
approach in ophthalmological pathologies. The aim of this study was to analyze the antioxidant
effect of PRGF in retinal epithelial cells (EPR) in in vitro and ex vivo retinal phototoxicity models.
In vitro analyses were performed on ARPE19 human cell line. Viability and mitochondrial status
were assessed in order to test the primary effects of PRGF. GSH level, and protein and gene expression
of the main antioxidant pathway (Keap1, Nrf2, GCL, HO-1, and NQO1) were also studied. Ex vivo
analyses were performed on rat RPE, and HO-1 and Nrf2 gene and protein expression were evaluated.
The results show that PRGF reduces light insult by stimulating the cell response against oxidative
damage and modulates the antioxidant pathway. We conclude that PRGF’s protective effect could
prove useful as a new therapy for treating neurodegenerative disorders such as AMD.

Keywords: age-related macular degeneration (AMD); neurodegenerative disease; retinal pigment
epithelium (RPE); ARPE19; plasma rich in growth factors (PRGF); blue light; reactive oxygen species
(ROS); antioxidant

1. Introduction

Age-related macular degeneration (AMD) is a neurodegenerative disease that leads to deficiencies
of retinal pigment epithelium (RPE) and, consequently, reduction in visual function [1]. The RPE
is a single layer of cells adjacent to the outer segment of photoreceptor of the retina and Bruch’s
membrane [2]. Among the main functions of RPE are the maintenance and survival of photoreceptors,
which it achieves by providing nutrients taken from the choroidal capillaries, as well as the protection
of cones and rods from free radicals [3]. The macula corresponds to the portion of the RPE that creates
defined images. As such, it is involved in face recognition, reading, and other activities that require
sharp definition vision, and for this reason maintenance of the integrity of the macular is of great
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importance [4]. The causes of AMD are not fully understood, although the aging process and oxidation
caused by the presence of reactive oxygen species (ROS) are known to be the principal factors behind
this pathology [5-7].

RPE cells, such as rods and cones, are rich in mitochondria. In this regard, the importance of
the activity of this organelle to produce energy for the maintenance of cell function is well known [8].
This energy takes the form of adenosine triphosphate (ATP) and it is produced by the electron flow
carried out by the four complexes of the electron transport chain, which is governed by fundamental
enzymes in the mitochondrial inner membrane [9,10]. Nevertheless, the presence of ROS can counteract
the enzymes’ functions by interrupting their reactions, thus, reducing ATP production and, as a result,
leading to oxidative stress and cell death [11,12].

ROS output can be increased by a number of factors, including the aging process, smoking,
and obesity, all of which contribute to the detriment of RPE cells [13]. However, there is one other factor,
the incidence of which has increased in importance considerably in recent years due to its widespread
introduction in contemporary life [14]. This factor is the influence of blue light, i.e. short wavelength
light of 400 to 500 nm [12]. This wavelength corresponds with the visible spectrum that reaches the
retina and is one of the main fractions of new white illumination [15,16]. The constant exposure of
people in modern developed society to this type of light results in their increased risk of suffering from
a variety of ocular disorders [16-21]. Moreover, there is some evidence that the action of blue light on
the eye is increased when tissues are damaged or in suboptimal conditions, thus, worsening its impact
on individuals with pathological conditions [22-27].

In order to address this situation, researchers have been trying to find a solution to reduce this
harm through the use of antioxidants. Expression of these molecules is stimulated by the increased
releasing of ROS in order to counteract oxidant species and block their action. Hence, they are able to
reduce the damage caused by oxidation.

There is some evidence that suggests plasma rich in growth factors (PRGF) could act as a
protector [28]. PRGF is a serum that is extracted from a patient’s blood. The procedure to obtain it
involves removing the white cell series from blood, and therefore avoids the natural immunological
response. Its beneficial effect has been proven with respect to various pathologies. It has been widely
used in oral implantology and traumatology in order to enhance wound healing [29-31]. With this
same purpose, it has been used in ophthalmology to treat ocular surface diseases such as persistent
epithelium defects (PED) and other pathologies [32-36]. It contributes to the acceleration of the healing
process by increasing the proliferation and migration rate of cells. In addition, it is also involved in eye
hydration [37] and reducing inflammation. Previous research has shown the retina responds well to
PRGEF treatment [38].

Therefore, the inherent features of PRGF suggest that it could act as an antioxidant agent.
Consequently, we studied one the of the most important antioxidant pathways, the Keap1-Nrf2
pathway, in order to test whether PRGF enhances the expression of antioxidant molecules. Kelch-like
ECH-associated protein 1 (Keap1l) binds to nuclear factor erythroid-related factor 2 (Nrf2) in the
cytoplasm, keeping it inactivated. When ROS production increases, specific cysteine residues of Keap-1
are modified, releasing Nrf2 [39]. This translocates to nucleus, activating the expression of antioxidant
enzymes such as heme oxygenase-1 (HO-1), glutamate-cysteine ligase (GCL), and NAD(P)H:quinone
oxidoreductase (NQO1). These molecules join to ROS, blocking their action and reducing their effect,
and thus protect cells against oxidation [40].

2. Results

2.1. In Vitro Viability Assays in ARPE19 Cell Cultures

Cell viability was measured at 1 + 18 h on ARPE19 cell cultures under the following treatments
(see Table 1). For this, we performed MTT assays (n = 24) to assess the viability differences based on
the treatment applied.
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Table 1. Experimental groups for ARPE19 analysis.

Treatments Medium Dark/Blue Light
Control DMEM F12 + FBS 1% Dark 19 h
Blue light DMEM F12 + FBS 1% Dark 1 h + blue light 18 h
PRGF 10% PRGF 10% on culture medium DMEM F12 +FBS 1% Dark 19 h
PRGF 10% + blue light PRGF 10% on culture medium DMEM F12 +FBS 1% Dark 1 h + blue light 18 h

After 19 h of experimental conditions, the results demonstrated that blue light reduced cell
viability by around 20% as compared with the control treatment. We also found that PRGF did not
significantly alter cell viability as compared with the control, indicating that PRGF is not in itself toxic
to cell. However, the most important result we found was that cell viability recovered to a statistically
significant extent when blue light was combined with PRGF 10%, with it reaching normal values as
compared with the control (Figure 1).
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Figure 1. ARPE19 MTT assay (1 = 24) for viability. Plasma rich in growth factors (PRGF) 10% protects
cells against blue light insult by increasing cell viability up to control levels. Statistical analysis:
One-way Anova, Tukey multiple comparison test, ** p < 0.005, and *** p < 0.0005.

2.2. Analysis of ARPE19 Mitochondria Status and ROS Production

JC-1 staining was used to test mitochondrial status. This dye has two forms. It is red when
mitochondria are in a healthy condition and green when they are depolarized. For this aspect of the
trial, ARPE19 cells were divided into the same four groups previously described.

Cells exposed to blue light showed more depolarization than those in the control condition,
suggesting that the mitochondria could be in a worse condition. In addition, PRGF 10% and PRGF 10%
+ blue light groups showed more polarization than the control. Quantitative analysis showed that
PRGF significantly reduced the effect of blue light in cell mitochondria (Figure 2A).
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Figure 2. ARPE19 cell cultures (n = 4). (A) JC-1 staining to study mitochondria status, PRGF enhances
mitochondria status in presence of blue light; (B) Dihydroethidium staining (DHE) for the presence of
reactive oxygen species (ROS), PRGF significantly reduces the expression of ROS as compared with the
blue light treatment. Statistical analysis: One-way ANOVA, Tukey multiple comparison test, * p < 0.05,
and ** p < 0.005. Scale = 50 pM.
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Dihydroethidium staining (DHE) was used to check for any changes in ROS production in
ARPEI109 cells that were dependent on the treatment. Analysis showed that blue light increased the
presence of ROS, while PRGF 10% reduced it significantly in both treatment scenarios where it was

used (Figure 2B).

2.3. GSH Quantification and GCL Gene and Protein Expression

A glutathione assay kit was used to quantify the concentration of GSH (the reduced form of
glutathione) in ARPE19 cell cultures. Cells were divided into the same four treatment groups described
above. The results showed that blue light reduced GSH levels, although the difference was not
significant as compared with the control (Figure 3).
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Figure 3. GSH quantification in ARPE19 cultures (1 = 4). Blue light reduced the concentration of GSH,
while PRGEF significantly increased GSH compared to control. Statistical analysis: One-way ANOVA,
Tukey multiple comparison test, * p < 0.05, and ** p < 0.005.

The increase in ROS due to blue light could cause this result. Therefore, GSH is oxidized in order
to protect cells against oxidant molecules. However, PRGE, whether in combination with blue light or
not, significantly increased the expression of GSH.

In order to test the GSH pathway, we studied the expression of GCLM and GCLC. The results of
qPCR showed that the expression of both glutamate-cystein ligase (GCL) subunits was increased by
the presence of blue light (Figure 4A).

However, the increase was only significant for GCLC. The presence of PRGF, on the one hand,
resulted in the significantly reduced expression of both molecules as compared with the blue light
group, on the other hand for GCLC, the effect was significant whether or not PRGF was combined
with blue light. Western blot analysis showed that PRGF increased the levels of both subunits in both
the presence and absence of blue light as compared with the control group (Figure 4B).

Tests for the gene expression of GSTP1 were also performed. This molecule modulates the
conjugation of GSH with hydrophobic and electrophilic compounds, protecting cells against ROS.
The results (Figure 5) showed that blue light induced an increase in GSTP1 expression while PRGF
reduced it significantly.
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Figure 4. (A) GLCM and GCLC gene expression related to actin in ARPE19 (1 = 4), PRGF reduced their
expression in both the presence and absence of blue light; (B) GCLM and GCLC Western blot analysis
in ARPE19, PRGF increased their expression in both cases. Statistical analysis: One-way ANOVA,
Tukey multiple comparison test, * p < 0.05, ** p < 0.005, *** p < 0.0005, **** p < 0.0001, and *## p < 0.0001.
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Figure 5. Gene expression of GSTP1 related to actin in ARPE19 cell cultures (1 = 4). Blue light increased
the expression of GSTP1, and PRGF reduced it significantly. Statistical analysis: One-way ANOVA,
Tukey multiple comparison test, and * p < 0.05.
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2.4. Keap1-Nrf2 Antioxidant Pathway

We also studied the response of the Keap1-Nrf2 pathway to blue light and PRGF. The molecular
results showed that blue light significantly increased the gene expression of both Nrf2 and Keap1 as
compared with both the control group and PRGF 10% (Figure 6A). However, the expression of Keapl
in the blue light alone group was significantly different to the PRGF combined with blue light group.
In terms of protein expression, we analyzed Nrf2 expression in cytoplasm and nucleus (Figure 6B).
Cytoplasmic Nrf2 expression was increased in the presence of blue light but this was not statistically
significant. However, nuclear Nrf2 was higher in the presence of PRGF as compared with the control.
The results, therefore, show that PRGF increased the expression of antioxidant molecules.
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Figure 6. ARPE19 cell cultures (n = 4). (A) Nrf2 and Keap1 gene expression related to actin, blue
light increased the expression of both genes but PRGF reduced it; (B) Nrf2 protein expression, blue
light slightly increased the expression of cytoplasmic Nrf2 as compared with the control, nuclear Nrf2
increased when cells were treated with PRGF. Statistical analysis: One-way ANOVA, Tukey multiple
comparison test, * p < 0.05, ** p < 0.005, and # p < 0.05.

To complete our analysis of the antioxidant pathway, we also studied the gene expression of
molecules such as HO-1 and NQO1.

We found that HO-1 gene expression was stimulated by the presence of blue light (Figure 7A),
as well as in the group where PRGF was combined with blue light. The Western blot (Figure 7B) and
immunocytochemistry (Figure 8) results for HO-1 confirmed that PRGF stimulated the expression of
HO-1 in the presence of blue light.
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Figure 7. ARPE19 cell cultures. (A) HO-1 gene expression related to actin, blue light stimulated the
expression of HO-1 as compared with the control, PRGF combined with blue light treatment showed a
higher expression of HO-1 as compared with the other groups; (B) HO-1 protein expression related to
actin, blue light increased the expression of HO-1 as did PRGF combined with blue light treatment.
Statistical analysis: One-way ANOVA, Tukey multiple comparison test, * p < 0.05, and ** p < 0.005.
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v

Figure 8. ARPE19 immunocytochemistry for HO-1 (green) and DAPI (blue) (n = 4). The results showed
that blue light increased HO-1 expression. In addition, PRGF intrinsically expressed HO-1 as compared
with the control. PRGF combined with blue light also increased staining for HO-1. Scale = 50 uM.
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The molecular analysis of the NQO1 gene showed that blue light significantly increased its
expression, however, PRGF, in combination with blue light or not, reduced it (Figure 9).

NQO1

15+ ** *

[

Control  Blue light PRGF 10% Blue light
PRGF 10%

Relative expression of NQO1/Actin

Figure 9. ARPE19 qPCR for NQOI related to actin (1 = 4). NQOI1 expression is increased by blue
light. However, PRGF reduced it significantly. Statistical analysis: One-way ANOVA, Tukey multiple
comparison test, * p < 0.05, and ** p < 0.005.

2.5. RPE Antioxidant Analysis in an Ex Vivo Model

An ex vivo model was performed to study the antioxidant effect on RPE of HO-1 and Nrf2.
For this, rat eyecups were exposed to various conditions in order to observe the response of the tissue
to the different insults (see Table 2).

Table 2. Experimental groups for ex vivo model.

Treatments Medium Dark/Blue Light
Control DMEM F12 + FBS 10% Dark 3 h
Blue light DMEM F12 + FBS 10% Blue light 3 h
PRGF 100% PRGF 100% Dark 3 h
PRGF 100% + blue light PRGF 100% Blue light 3 h

Using immunocytochemistry, we analyzed the expression of HO-1 (Figure 10A) and Nrf2
(Figure 11A). HO-1 expression was enhanced by the presence of blue light and reduced by PRGF 100%
(Figure 10A).

A
Blue light

HO-1

PRGF 100% Blue light + PRGF 100%

Relative expression of HO-1/Actin

Control Blue light PRGF Blue light
100% PRGF 100%

Figure 10. (A) RPE immunocytochemistry for HO-1 (green) (n = 4), results showed that blue light
increased HO-1 expression but PRGF 100% reduced it; (B) expression of HO-1 is increased by blue light,
PRGF 100% significantly reduced its expression when combined with blue light. Statistical analysis:
One-way ANOVA, Tukey multiple comparison test, and * p < 0.05. Scale = 50 pM.
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Figure 11. (A) RPE immunocytochemistry for Nrf2 (red) (1 = 4), results showed that blue light increased
Nrf2 staining, PRGF 100% combined with blue light resulted in reduced intensity of staining compared
to blue light results; (B) Nrf2 gene expression was stimulated by blue light while PRGF 100% reduced it.
Statistical analysis: One-way ANOVA, Tukey multiple comparison test, and * p < 0.05. Scale = 0.5 pM.

Nrf2 expression was stimulated by the presence of blue light, but PRGF 100% combined with
blue light reduced it (Figure 11A). In order to confirm the results obtained by immunocytochemistry,
we performed qPCR on the same genes. The results showed that HO-1 expression was significantly
increased by blue light, whereas PRGE, both on its own and in combination with blue light, reduced it
as compared with the control levels (Figure 10B). Furthermore, Nrf2 expression was also significantly
increased under blue light conditions as compared with the control and PRGF 100% reduced its
expression although this was not statistically significant (Figure 11B).

3. Discussion

AMD is one of the leading causes of blindness across the world. This pathology affects the RPE,
which is the layer of cells that provides nutrients to photoreceptors and protects them against the
action of free radicals [41—44]. There are a number of factors that aggravate this disease and one of
them is blue light, which is found in white light LEDs and several devices, meaning that in developed
countries people are frequently exposed to it. It is known that pathological tissues are more sensitive to
this harm because of their vulnerability which increases the risk of suffering from neurodegenerative
issues such as AMD [45,46].

Blue light is known to increase the production of free radicals (ROS), which affect mitochondrial
function by degrading the enzymes that participate in the electron transport chain. This can lead to a
deficiency in ATP production and finally cell death [47-50].

There is some evidence showing that PRGF can act as a protector. Several authors have
demonstrated the benefits of using PRGF for wound healing and inflammation in ocular surface
pathologies [28,32,33,35,36,51,52]. This research group, therefore, wanted to test whether it could act
as a neuroprotective agent on RPE cells.

To do this, we used ARPE19 cells, an immortalized cell line of RPE human cells. First, a viability
test was performed in order to study how blue light and PRGF could affect the cells. Our results
showed that blue light reduced cell viability by about 20% as compared with the control, although
viability for the PRGF 10% and the blue light group demonstrated normal levels as compared with the
control and PRGF alone was not found to be toxic for cells since viability levels were similar to that of
the control.
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Mitochondrial status results showed that mitochondrial activity was affected by blue light but that
the presence of PRGF during exposure to blue light or PRGF exposure alone did not cause a decrease
in mitochondrial function. The DHE results showed that PRGF reduces the presence of ROS when cells
are exposed to blue light. This suggests that PRGF could protect mitochondria against the harmful
action of blue light.

In order to test the antioxidant pathway of Keap1-Nrf2, we decided to study its main components.
Keap1 acts as a modulator of Nrf2 expression, binding to Nrf2 in the cytoplasm and keeping it inactive.
When ROS levels increase, Keapl releases Nrf2, which translocates to the nucleus and activates the
expression of other antioxidant molecules such as GCL, HO-1, and NQO1 [53,54]. To examine this,
we quantified glutathione (GSH) concentration. GSH is one of the major antioxidant molecules released
in order to protect cells against ROS insult [40,55-59]. Our results showed that blue light reduced
the concentration of GSH. This is because GSH donates a proton to ROS to stabilize them, and thus
transforms into its oxidized form (GSSG). However, PRGF, whether combined or not with blue light,
increased GSH concentration back up to control levels. We also studied GCL, which is the enzyme
involved in the first step of glutathione synthesis. GCL is formed by two subunits, GCLM (modulator
subunit) and GCLC (catalyser subunit). We studied the molecular and protein expression of both
subunits and the gPCR results showed that the gene expression of both increased after exposure to
blue light. This makes sense because GSH production depends on GCL genes expression. In terms of
proteins, our results showed that PRGF increased the expression of both subunits. As happened in the
GSH quantification, the more ROS are released the more GSH is consumed, and therefore enzyme too.
We also tested the gene expression of GSTP1, which is involved in modulating the donation to GSH of
hydrophobic and electrophilic compounds in order to protect against ROS [60]. The molecular results
showed that blue light increased the expression of this molecule and PRGF neutralized it.

The results of the molecular expression of Keapl showed that blue light increased its expression.
However, PRGF combined with the insult did not significantly reduced it. Nrf2 gene expression was
also increased by the presence of blue light but reduced by PRGFE. In order to test protein expression,
we used a Western blot analysis of both cytoplasmic and nuclear Nrf2 fractions. The results showed
that cytoplasmic Nrf2 expression did not change as a function of the treatment applied. However,
the nuclear expression of Nrf2 increased in the presence of PRGF. This result, thus, demonstrates that
PRGF stimulates the antioxidant pathway.

We also studied the expression of HO-1 and NQO1. Gene expression of HO-1 was shown to be
significantly increased by blue light as compared with the control. However, PRGF in the presence of
blue light led to an even greater increase. This result could be explained by the increase of Nrf2 in
nucleus. In terms of protein expression, HO-1 cytoplasmic expression is also elevated under blue light
conditions, and it is also significantly increased when PRGEF is present as well as blue light. These
results concurred with those of the immunocytochemistry.

NQOT1 gene expression was also increased by the presence of blue light, although in this case,
PRGF whether combined or not did not increase its expression compared to control.

The ex vivo experiment results showed a different response. The RPE cells from rat eyecups
were exposed to different treatments (only for 3 h to avoid tissue deterioration). The response of
the tissue was analyzed (gene expression and immunocytochemistry of HO-1 and Nrf2) to examine
the effects of the action of PRGF and blue light. The results showed that HO-1 expression in both
cases was slightly stimulated by the presence of blue light. However, in this case, PRGF reduced
expression of both genes as compared with the control. Some research has shown that HO-1 expression
differs in terms of the species involved. We also consider that HO-1 expression is time dependant,
and that 3 h would not have been enough time for HO-1 to be expressed, as happened with cell culture
experiments [61,62]. The Nrf2 results showed that its expression was stimulated by blue light and
reduced by PRGF, following the same pattern as HO-1. This could be related to the species as well as
to exposure time. Nevertheless, tissue integrity was better maintained when blue light was combined
with PRGE
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In summary, blue light has been shown to alter the expression of different molecules in both
ARPE19 cells and in RPE from rat eyecups. The expression of antioxidant genes such as Nrf2, HO-1,
GCL, and NQO1 was increased in the presence of blue light. However, the results also demonstrated
that PRGF blunts this effect by protecting cells against oxidative stress.

Future research work is needed to deepen our understanding of how PRGF can be used as a
neuroprotector for retinal disorders.

4. Animals, Material, and Methods

4.1. PRGF

In accordance with the Helsinki Declaration of 2013, blood from 4 different healthy donors (all
women, mean age 33 + 7 years) was collected and placed in 9 mL tubes with 3.8% sodium citrate
(Vacuette tube, Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Austria). The blood was then centrifuged at room
temperature (Endoret System, BTI Biotechnology Institute, S.L., Vitoria, Spain). Whole plasma was
collected after centrifugation, avoiding the leukocyte layer, and transferred to a 15 mL tube. Plasma
was mixed with calcium chloride for fibrinogen activation and incubated for 30 min at 37 °C, or until
clotting was achieved. The supernatant was collected and exposed to heat (56 °C) for 1 h in order to
inactivate the complement system. After that, the plasma was filtered, aliquoted, and kept at —4 °C
until use (less than 6 months).

4.2. Cell Culture Analysis

Human ARPE19 cells (ATCC, Wesel, Germany) were grown in a culture medium that consisted
of DMEM-F12 solution (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), supplemented with 2% antibiotic
penicillin/streptomycin (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)) and 10% FBS, and kept in a humidified
atmosphere of 5% CO;, at 37 °C. Doubling growth time was approximately 60 h. Either 100 uL or
2 mL of cell culture (approximately 10 x 10* cells/mL) were taken and placed in 96-well plates or T75
flasks, respectively.

After allowing the cells to settle (approximately 24 h in the case of the 96-well plates and 72 h in
that of the T75 flasks) the samples were subjected to the treatment regimens indicated in Table 1.

Blue light LEDs (Electro DH SL, Barcelona, Spain) were used to deliver light (465-475 nm, 400 lux,
18 W/m?) to the cultures and the temperature was monitored to maintain it at 37 °C.

The aim of giving cells a one-hour pretreatment in the dark was to let them settle in the new
culture medium.

4.3. Cell Viability

Cell viability was assessed by the MTT reduction assay. Briefly, cells were subjected to the
appropriate treatment and then MTT (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)) was added at a final
concentration of 0.5 mg/mL for 75 min at 37 °C. After that, the medium was removed and the reduced
MTT (blue formazan crystals) was solubilized by adding 100 L. DMSO to each well. After agitation of
the plates for 5 min, the optical density of the solubilized crystals was measured using an automated
microplate reader at a wavelength of 570 nm (PerkinElmer 2030 Multilabel Reader, Victor X5, Waltham,
MA, USA).

4.4. |C-1 and DHE

For the analysis of mitochondrial status, cells were incubated with JC-1 (Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, USA) dye (1.5 pg/mL) for 30 min. The accumulation of JC-1 in mitochondria appears as a
red/orange fluorescence (590 nm) in healthy organelles and green when it is depolarised (530 nm).
Fluorescence images of cells were recorded and the relative levels of the intensities of green/red JC-1
fluorescence quantified using a microplate reader at wavelengths of 570 nm and 535 nm.
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For the analysis of ROS, culture medium was removed and the cells incubated with DHE (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) (40 uM), for 30 min after which they were washed twice with
fresh medium. Images of the cultures were immediately recorded using phase fluorescence/contrast
microscopy. ROS formation was determined by measurement of the ratio fluorescence at 370 to
420 nm (for cytoplasm of living cells) and 535 to 610 nm (for chromatin of living cells, in red) using a
microplate reader.

4.5. GSH Quantification

A glutathione assay kit (703002, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) was used to quantify
GSH concentration. Briefly, ARPE19 cells were centrifuged after collection. The resulting pellet was
homogenized and sonicated for 1 min in 500 uL of cold buffer. After this, the cells were centrifuged
again at 10,000x g 15 min at 4 °C. The supernatant was mixed with 500 uL of MPA reagent and mixed
by vortexing, left to stand at room temperature for 5 min and, then, recentrifuged at 3000x ¢ 4 min.
Then, 50 pL of TEAM Reagent was added per ml of sample and vortexed. Finally, 50 uL of sample and
150 uL of Assay Cocktail were added to each well of a 96-well plate. GSH levels were tested at five
minutes intervals for 30 min at 405-414 nm in a plate reader.

4.6. Immunocytochemistry

ARPE19 cell cultures were fixed in cold methanol or 4% paraformaldehyde for 10 min which
was followed by washing in phosphate buffer (PBS). After incubation in goat serum (10% in PBS) for
60 min and washing in PBS, cultures were then exposed overnight at 4 °C to anti-HO-1 (Enzo LS,
Farmingdale, NY, USA, 1:100). After washing with PBS, cultures were, then, exposed for 2 h to the
appropriate secondary antibody conjugated either to Alexa Fluor 488 or to Alexa Fluor 594 (1:300),
and then washed in buffer. After that, DAPI (0.2 pg/mL) was added to a wash solution. Images were
obtained using a Leica DMI6000B fluorescence microscope (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).

4.7. Western Blot Analysis

ARPE19 cells were collected by scraping them from the T75 flasks, followed by centrifugation
and resuspension in a cocktail lysis buffer that contained phosphatase and protease inhibitors (Sigma,
Aldrich). After freezing and thawing in combination with sonication, the supernatant with its protein
content was collected. In order to extract the nuclear protein fraction, the pellet was exposed to a further
extraction process with a buffer (HEPES, MgCl12, NaCl, EDTA, glycerol, and DTT). Defined amounts of
protein and sample buffer (2 M Tris/ HCIl, pH 6.8, containing 8% SDS, 40% glycerol, 8% mercaptoethanol,
and 0.002% bromophenol blue) were then mixed together and immediately heated for 5 min at 95 °C.
Equal amounts of proteins were fractionated by electrophoresis using 10% polyacrylamide gels
containing 0.1% SDS. Proteins were transferred to 0.22 pm nitrocellulose membranes and were
incubated overnight at 4°C with one of the following primary antibodies: anti-actin (MAB1501,
Millipore, Burlington, MA, USA, 1:4.000), anti-lamin A/C (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas,
USA, 1:100), anti-Nrf2 (Abcam, Cambridge, UK, 1:1.000), Anti-HO-1 (ADI-SPA895, Enzo LS, 1:200),
GCLC (Thermo Fischer, Waltham, MA, USA, 1 ng/mL), GCLM (Thermo Fischer, Waltham, MA, USA,
1:1.000). Detection was then performed with appropriate biotinylated secondary antibodies. The final
nitrocellulose blots were developed with a 0.016% w/v solution of 3-amino-9-ethylcarbazole in 50 mM
sodium acetate (pH 5.0) containing 0.05% (v/v) Tween-20 and 0.03% (v/v) HpO,. The colour colorimetric
reaction was stopped with 0.05% sodium azide/PBST solution and the density of the individual bands
quantified using IMAGE] Software (U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA).

4.8. RNA Extraction and mRNA Analysis

Total RNA from ARPE19 cells was extracted using the Illustra RNAspin Mini kit from GE
Healthcare. The purity of the RNA was then checked by the A260/A280 and A260/A230 ratio.
Next, 0.5 ug of total RNA was used for linear conversion of RNA to cDNA with High Capacity
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RNA-to-cDNA Master Mix (Cat. Num. 4387406, Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) following
the manufacturer’s instructions (60 min at 37 °C, 5 min at 95 °C, and held at 4 °C). Primers (see
Table 3) were customised using PrimerBLAST and synthesized by Sigma-Aldrich. Gene expression was
performed by relative quantification in a 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Waltham,
MA, USA) using a Power SYBR Green PCR Master Mix (Cat. Num. 4367659, Applied Biosystem:s,
Waltham, MA, USA) and the AACt method. Each sample was analyzed in triplicate for each of the
experiments (n = 4). Data were analyzed using SDS 1.4 software (Applied Biosystems, Waltham,
MA, USA).

Table 3. Sequences of human primers used.

Gene ID Forward Reverse
Actin NM_001101.4 5-ATTCCAAATATGAGATGCGTTGTT-3' 5-GTGGACTTGGGAGAGGACTG-3’
NQO1 NM_000903.3 5 -TTGAGCGAGTGTTCATAGGAGAG-3’ 5-CCTTCTTACTCCGGAAGGGT-3'
HO-1 NM_002133.2 5-CTGGAGGAGGAGATTGAGCG-3’ 5 -ATGGCTGGTGTGTAGGGGAT-3’
GCLM NM_002061.3 5-AGCAXTTTCTCGGCTACGATT-3' 5-GCGGGAGAGCTGATTCCAAA-3’
GCLC NM_001498.3 5 -TGGAGACCAGAGTATGGGAGT-3' 5-AAGGTACTGAAGCGAGGGT-3’
GSTP1 NM_000852.3 5-AGGCCTTCGCTGGAGTTTC-3’ 5-CGGCCTCGAACTGGGAAATA-3
Keap1 NM_012289.3 5-CCATGAAGCACCGGCGAAGTGCC-3 5-GTCTGTATCTGGGTCGTAACACTCCAC-3’
Nrf2 NM_001313904.1 5-TCAGTCAGCGACGGAAAGAG-3 5-GTGGGCAACCTGTCTCTTCAT-3'
4.9. Animals

This study was performed in accordance with the ARVO Statement for the Use of Animals
in Ophthalmic and Vision Research. The procedures and experimental designs were approved by
the Animal Experimentation Ethics Committee of the University of Oviedo (Oviedo, Principado de
Asturias, Spain) (PROAE 17/2017) and complied with European and national laws.

Wistar male rats of about 500 gr (1 = 40) were anaesthetised with ketamine/xylazine 80/10 mg/kg.
A second injection of 1/3 of the initial anaesthetic solution was used to keep the rats asleep for 60 min.
After that, they were euthanised with a penthobarbithal injection and their eyes enucleated. After this,
the cornea, lens, and vitreous were removed and the eyecups were placed in a 96-well plate. Blue light
LEDs were used to deliver light to the RPE at 465-475 nm (900 lux, 32 W/m?) for 3 h.

4.9.1. Immunocytochemistry

Eyecups of 16 male Wistar rats were fixed in cold methanol for 60 min, then, washed in phosphate
buffer (PBS). After incubation in goat serum (10% in PBS) for 60 min and washing in PBS, the cultures
were then exposed overnight at 4 °C to anti-ZO-1 (Thermo Fischer, Waltham, MA, USA, 1:100),
anti-HO-1 (Enzo LS, Farmingdale, NY, USA, 1:100), and anti-Nrf2 (Abcam, Cambridge, UK, 1:100).
After washing with PBS, cultures were then exposed for 2 h to the appropriate secondary antibody
conjugated to either Alexa Fluor 488 or Alexa Fluor 594 (1:300) and washed in buffer. After that, DAPI
(0.2 ug/mL) was added to a wash solution. Images were obtained using a Leica DMI6000B fluorescence
microscope (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).

4.9.2. RNA Extraction and mRNA Analysis

RPE from male Wistar rats (n = 24) was removed from the eyecup by scraping carefully with a
scalper. Total RNA from RPE was extracted using the Arcturus PicoPure RNA Isolation Kit (Applied
biosystems, Thermo Fischer, Waltham, MA, USA). The purity of RNA was checked by the A260/A280
and A260/A230 ratio. Next, 0.5 pg of total RNA was used for the linear conversion of RNA to cDNA
with High Capacity RNA-to-cDNA Master Mix (Cat. Num. 4387406, Applied Biosystems, Waltham,
MA, USA) following the manufacturer’s instructions (60 min at 37 °C, 5 min at 95 °C, and held at
4 °C). Primers (see Table 4) were customised using PrimerBLAST and synthesized by Sigma-Aldrich.
Gene expression was analyzed by relative quantification (AACt method) on a 7500 Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) using a Power SYBR Green PCR Master Mix (cat.
no. 4367659, Applied Biosystems, Waltham, MA, USA). Each sample was analyzed in triplicate for
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each of the experiments (n = 4). Data were analyzed using SDS 1.4 software (Applied Biosystems,
Waltham, MA, USA).

Table 4. Sequences of rat primers used.

Gene ID Forward Reverse

Actin NM_031144.3 5-GCGTCCACCCGCGAGTACAAC-3’ 5-CGACGACGAGCGCAGCGATA-3’
HO-1 NM_012580.2 5-CAGCCCCAAATCCTGCAACAGA-3’ 5-CAACATGGACGCGCCGACTACCAA-3’
Nrf2 NM_001145412.3 5 -ATTTGTAGATGACCATGAGTCGC-3’ 5-TCCTGCCAAACTTGCTCCAT-3’

4.10. Statistical Analysis

All statistical tests were analyzed using Graphpad Prism version 7.0a for Mac (GraphPad
Software, La Jolla, CA, USA). To assess the statistical significance of two mean differences, we used
a one-way ANOVA test. For the statistical comparison of mean differences between treatments we
used a Tukey multiple comparison test. Differences were considered statistically significant when
p-values were < 0.05.
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Abstract: Purpose: The purpose of this study was to examine the effect of plasma rich in growth factors
(PRGFs) under blue light conditions in an in vivo model of retinal degeneration. Methods: Male
Wistar rats were exposed to dark/blue light conditions for 9 days. On day 7, right eyes were injected
with saline and left eyes with PRGF. Electroretinography (ERG) and intraocular pressure (IoP)
measurements were performed before and after the experiment. After sacrifice, retinal samples
were collected. Hematoxylin and eosin staining was performed to analyze the structure of retinal
sections. Immunofluorescence for brain-specific homeobox/POU domain protein 3A (Brn3a), choline
acetyltransferase (ChAT), rthodopsin, heme oxygenase-1 (HO-1), and glial fibrillary acidic protein
(GFAP) was performed to study the retinal conditions. Results: Retinal signaling measured by
ERG was reduced by blue light and recovered with PRGF; however, IoP measurements did not
show significant differences among treatments. Blue light reduced the expression for Brn3a, ChAT,
and rhodopsin. Treatment with PRGF showed a recovery in their expressions. HO-1 and GFAP
results showed that blue light increased their expression but the use of PRGF reduced the effect of
light. Conclusions: Blue light causes retinal degeneration. PRGF mitigated the injury, restoring the
functionality of these cells and maintaining the tissue integrity.

Keywords: retina; plasma rich in growth factors (PRGF); blue light; degeneration; electrical signaling;
photoreceptor; retinal injury

1. Introduction

The role of artificial light in retinal degeneration has been gaining attention as a possible risk
factor [1-7]. White light, which corresponds to visible light, is commonly formed by different fractions
of short wavelengths, including the blue light spectrum. This short wavelength light reaches the retinal
cells, causing a disruption in their molecular bases and finally damaging the cell structure [3,8-10].
The presence of risk factors, such as obesity, smoking, and aging, on top of pre-existing eye pathologies,
can lead to a progressive decline in retinal cells’ integrity and, eventually, loss of vision [11-16].

Specifically, blue light is known to increase the presence of reactive oxygen species (ROS). These
molecules involve a deregulation of the main enzymes of the retinal metabolism present in the
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mitochondrial electron transport chain, producing a progressive interruption of ATP production,
thereby promoting cell death. This can lead to a decrease in the number of visual cells, inducing a
reduction in their functionality and, consequently, loss of vision. These cells are photoreceptors, such
as cones and rods, and ganglion cells, amongst others [17-21].

Researchers have been attempting to find a solution to this problem for several years. For instance,
plasma rich in growth factors (PRGF), which is a serum obtained from a patient’s blood, has been
already proven to enhance cell proliferation, help with wound healing, and act as a neuroprotector or an
anti-inflammatory agent [22-24]. It has been widely used in oral implantology and traumatology, and in
ophthalmology for treating ocular surface diseases, such as persistent epithelial defects (PEDs) [25-29],
conjunctivitis, or other ocular surface pathologies [30,31]. In the retina, PRGF has been proven to
reduce macular holes [32,33]. Our group previously tested its effect on retinal pigment epithelium
(RPE) through the reduction in the harm produced by oxidative stress. It was found to decrease the
effect of blue light by activating the different antioxidant pathways while blocking its damage to
cells [34,35].

Therefore, the aim of this work was to check if PRGF can also protect the visual function in situ by
preserving neuronal cells in the retina, such as ganglion cells and photoreceptors, against the action of
damaging insults from blue light.

2. Results

2.1. Electroretinogram and Intraocular Pressure (IoP)

ERG results showed that the electrical signal at day 10 was lower compared to those obtained on
day 0 in every group except for PRGF, which had a similar response at both timepoints. This decrease
may have been caused by the injection, which may have damaged the cells. However, PRGF mitigated
this effect. On day 10, blue light disrupted the signaling pattern compared to the control. Nevertheless,
when blue light was combined with PRGE, the electrical signal started recovering closer to the control
results (Figure 1).

The IoPs of animals were controlled during the experiment. The intraocular injection of saline
or PRGF increased the IoP and produced an undesirable effect in the retina. The results showed that
after 10 days, mean loP values decreased to 6-7 mmHg compared to day O results (Figure 2). This
result suggested that the injection could cause a leak in vitreous humour but did not show a potential
additional insult to the retina.

2.2. Retinal Degeneration Can Involve Changes in Retinal Thickness

We also studied the effect of PRGF and blue light on retinal thickness. The retinas of the four
experimental groups stained with H&E were analyzed using Image] software to quantify the length
from ganglion cells layer to the RPE by taking five different measurements along the retina, and means
were calculated. The results showed that blue light caused damage to the retina, increasing its thickness
by creating holes amongst cells and conferring a relaxed structure (Figure 3). When blue light was
combined with PRGF, the retina maintained its integrity compared to the control.

2.3. Immunofluorescence Study

To check the integrity and functionality of the retina after blue light exposure, we studied the
action of three different markers: brain-specific homeobox/POU domain protein 3A (Brn3a), which is a
ganglion cell marker; choline-acetyltransferase (ChAT), which is a marker for cholinergic amacrine
cells; and rhodopsin, which is located in rods and plays a role in visual function.
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Figure 1. (A) Graphical representation of wave b measurements obtained from electroretinography
(ERG) in scotopic 3.0 conditions at time 0 and time 10 (n = 4). T10 results showed that blue light reduced
significantly the electrical signal produced by rat retinas compared to control. However, plasma rich
in growth factors (PRGF) combined with blue light recovered the signaling pattern. We also found
significant differences in the interaction between time and treatment (p = 0.036). Simple statistical
analysis for time showed significant differences (p < 0.0001) probably produced by the experimental
procedure. The treatment parameter also showed significant differences (p = 0.0001), indicating that
blue light reduced the electrical signal and PRGF recovered it. Statistical analysis: Two-way ANOVA,
Tukey’s multiple comparison test; * p < 0.05, *** p < 0.0005, **** p < 0.0001. (B) ERG diagram at time 10.
Control and PRGF-treated retinas showed a normal electrical signal. Retinas treated with blue light
showed a disruption of the electrical signal, which was recovered close to control values when blue
light was combined with PRGF.
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Figure 2. Intraocular pressure (IoP) values on day 0 (T0) and day 10 (T10) (n = 4). On day 0, the IoPs
from each group were similar (7-8 mmHg). On day 10, IoP values of control, blue light, and PRGF
treatments decreased to a mean value of 6-7 mmHg. However, PRGF combined with blue light kept
the intraocular pressure closer to basal values. Statistical analysis: Two-way ANOVA, Tukey’s multiple
comparison test.
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Figure 3. Hematoxylin and eosin (H&E) staining of transversal sections of experimental retinas
(n = 4). PRGF combined with blue light maintained the tissue close to control conditions. However,
blue light disrupted the retina’s integrity. Means of quantification thickness showed that there were
significant differences between the result obtained from blue-light-exposed retinas and those treated
with a combination of blue light and PRGEF. Statistical analysis: One-way ANOVA, Sidak’s multiple
comparison test, * p < 0.05 and ** p < 0.005. Scale = 20 pum.

Immunofluorescence for Brn3a (Figure 4) showed that blue light decreased the number of positive
cells compared to the control and PRGF conditions. Brn3a positive cells were quantified by using
Image] software. For that, we selected sections from the whole retina and positive cells were counted.
Analysis indicated that PRGF recovered the damage caused by blue light. These results also suggest
that PRGF reduced the damage caused by the injection to ganglion cells, as the PRGF treatment’s count
showed a higher number than the control. When the light was combined with PRGEF, the expression of
this protein in ganglion cells recovered to control conditions.
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Figure 4. Inmunofluorescence for Brn3a (red) and DAPI (blue) in transversal sections of retinas (n = 4).
The results showed that the expression of Brn3a was interrupted by blue light compared to control
and PRGF treatment conditions. However, when blue light was combined with PRGE, its expression
recovered. Arrowheads show positive cells for Brn3a. Statistical analysis: One-way ANOVA, Sidak’s
multiple comparison test (n = 3), * p < 0.05 and ** p < 0.05. Scale = 50 pum.

ChAT immunofluorescence results (Figure 5) showed that blue light decreased the expression of

this enzyme, which is recuperated when it is combined with PRGE. PRGF alone showed an expression
similar to control.

Control Blue light

PRGF + Blue light

50 pm

Figure 5. Immunofluorescence for ChAT (green) and DAPI (blue) in transversal section of retinas
(n = 4). The results showed that blue light decreased its expression compared to the control. However,
PRGF combined with blue light recovered the expression. Scale = 50 pm.

To analyze the differences within rhodopsin results, we also quantified the fluorescence using
Image] software. The software compares the intensity of the expression related to the thickness of
the tissue, or mean grey value (MGV). We found (Figure 6) that blue light significantly reduced the
rhodopsin expression compared to PRGF treatment. Regarding the combination of PRGF and blue
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light, there were no statistically significant differences. However, we observed a positive tendency

toward control results.
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Figure 6. Immunofluorescence for rhodopsin (red) and DAPI (blue) in transversal section of retinas
(n = 4). The results showed that the expression of rhodopsin was reduced by blue light compared to
PRGEF treatment conditions. Statistical analysis: One-way ANOVA, Sidak’s multiple comparison test,
*p < 0.05. Scale = 50 pm.

To assess oxidative stress and retinal damage in our samples, the expressions of heme oxygenase-1
(HO-1) and glial fibrillary acidic protein (GFAP), respectively, were studied.

For analyzing HO-1, we also studied the MGV. The results (Figure 7) showed that blue light
significantly increased the expression of HO-1, and this was mitigated by PRGF. PRGEF, alone or in
combination with blue light, did not show expression for this marker. This result suggested that blue
light increases the expression of oxidant markers such as HO-1 and that PRGF reduces it.
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Figure 7. Immunofluorescence for HO-1 (green) and DAPI (blue) in transversal section of retinas (1 = 4).
The results showed that the expression of HO-1 was increased by blue light compared to PRGF treatment
conditions. Differences between control and blue light were also detected; however, statistical analysis
did not show significance (p = 0.0578). Statistical analysis: one-way ANOVA, * p < 0.05. Scale = 50 um.
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Immunofluorescence for GFAP (Figure 8) showed that blue light also increased the expression of
this marker, which decreased in the presence of PRGE. This result suggested that blue light increased
the damage to retinal cells, activating the response of glial cells and producing scarring, and PRGF
protected them.

Control Blue light

PRGF + Blue light -

Figure 8. Immunofluorescence for GFAP (green) and DAPI (blue) in transversal section of retinas
(n =4). The results showed that blue light increased its expression compared to control. However,
PRGF combined with blue light reduced the expression, even more than that in the control results.
Scale = 50 um.

3. Discussion

The retina is one of the most important parts in the eye, due to the role it played in visual function.
This tissue is composed of different cell types, such as neuronal cells, photoreceptors, and epithelial
cells, which are involved in the biochemical processes that are carried out in this tissue. For instance,
photoreceptors oversee the process of sending electrical stimuli through the optical nerve to the brain
to create images [36,37]. Epithelial cells are involved in the protection of and nutrient transport to
photoreceptors [38]. As such, maintenance of retina integrity is essential [39].

Many factors can affect retinal cell survival, such as aging, obesity, or smoking. However, in the
last few years, researchers have become more aware of light as a risk factor due to its presence in
contemporary life. White light includes different short wavelengths, such as blue light. This type of
light reaches the retinal cells and has the potential to disrupt their functions, thereby damaging the
structure. This stimulus, combined with other factors such as previous pathologies, can lead to an
ongoing degeneration and, finally, visual loss [4,5,8,9,13,20,40—46].

Researchers have been attempting to determine how to delay the degeneration process. In this
regard, PRGF, which is a serum extracted from a patient’s blood, has been proven to be an enhancer
of cell regeneration, a stimulator of wound healing, a neuroprotector, and an anti-inflammatory
agent [22-24,47,48]. It has been used in oral implantology and traumatology. In ophthalmology, it has
been used for treating eye surface disorders such as PED or dry eye [25,27-29,31,47,49]. In terms of
pathologies related to the retina, PRGF has also been used to treat macular holes, producing good results
in both anatomical closure and vision recovery [32,33]. Other experimental studies demonstrated the
neuroprotector role of PRGF in the retina. We previously studied the PRGF antioxidant effect, reverting
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the damage produced after blue light exposure and enhancing cell survival in RPE cells [34,35].
Oxidative stress is involved in the pathophysiology of retinal degenerations, such as age-related
macular degeneration (AMD) and glaucoma, and exogenous factors, such as short wavelength light,
can exacerbate those diseases.

ERG measurements are useful for studying the retinal state, as they indicate the response to a
luminous stimulus. The study of scotopic conditions enables the analysis of the functional state of
photoreceptors. The results indicated that at day 10, the electrical signal was lower compared to day 0
in all the treatments except for PRGF. This reduction might have been caused by the injection, which
may have damaged cells and produced a slight leak in the vitreous humour, as evidenced by the IoP
measurements. When examining the results obtained on day 10, blue light significantly reduced the
electrical signal produced by retinal cells. This was mitigated when the eye was treated with PRGF,
showing similar results to the control. This suggests that PRGF reduces the harm produced by blue
light in terms of functionality. PRGF did not produce an increase in IoP. Notably, the administration of
PRGF did not cause an increase in IoP, as it could be derived from the secondary effects, similar to
those in diseases such as glaucoma.

The maintenance of the integrity of retinal structure is essential for preserving visual function. The
analysis of retinal transversal sections showed that blue light significantly increased the thickness of
the retina due to the disruption of tissue integrity. However, PRGF preserved the retinal structure even
when light exposure was applied. Some authors suggested that light can disrupt the cellular structure
of the retina. First, photoreceptors become swollen and tortuous. After a few days of light exposure,
the mitochondria of the anterior segment become swollen too and chromatin condenses [8,50,51].

PRGF was demonstrated to be useful for the protection of several cell types. Brn3a is a marker of
retinal ganglion cells [52-54]. Blue light produced a loss in positive cells for Brn3a, which was reverted
when PRGF was injected. This corresponds to the observations reported by other authors, which
showed that blue light reduces the survival of ganglion cells [51], reducing the collection of visual
information that is sent to photoreceptors and, therefore, the visual function. Similar results were
obtained in the study of ChAT, which is a marker for neurons [55,56]. This investigation showed that
its expression lowered in the presence of blue light but increased to control levels when combined with
PRGE. The reduction in the expression of this marker showed that the electrical signal may not be sent
through these cells to photoreceptors, causing a reduction in visual function. Rhodopsin, which is a
rod marker [14,15,57-59], staining showed that blue light reduced the thickness of the rod layer and the
fluorescence intensity. In this regard, the reduction in thodopsin produced by blue light contributed
to the deterioration in vision, as rods are involved in visual function under dark conditions. GFAP
is expressed by several cells of the central nervous system cells, such as astrocytes and Miiller cells,
after exposure to an insult. It is also related to other structural proteins such as vimentin, and it is
responsible for creating scars by interacting with the fibrous tissue. Therefore, it is a suitable marker
for glial damage [60-64]. Immunofluorescence results for this protein showed that blue light increased
the glial damage, which was reverted when light was combined with PRGF. All results suggested that
blue light reduces the functionality of retinal cells and treatment with PRGF reduces the impact of the
insult even when the treatment is administered once the damage is initiated.

Blue light produces oxidative stress, which can be detected by the increase in HO-1
expression [44,65-68]. The antioxidant capacity of PRGF reduced the expression of HO-1 to control
levels. Our previous work regarding oxidative damage caused by blue light proved that blue light
increases the presence of ROS, thereby enhancing HO-1 staining [35]. In the present study, the HO-1
staining results also showed that blue light significantly increased the expression of this protein,
suggesting a high presence of oxidant products. This was reduced to control results when PRGF was
present, suggesting that PRGF blocks the oxidant pathway, protecting cells against oxidative stress.

As the study limitations, we found that the injections of both saline and PRGF could damage
retinal cells, thereby complicating the analysis of the different responses to the treatments. The study
only included one PRGF injection in a short period of time and the time that PRGF can protect cells
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remains unknown. Nevertheless, the data suggest that PRGF reduced the damage caused by the
invasive experimental procedure. However, future investigations are needed to test the efficiency of
PRGEF in the retina for a longer duration.

Finally, we concluded that PRGF enhances the integrity and retinal function when there is oxidative
damage caused by exposure to blue light. Future research work is needed to deepen our understanding
of how PRGEF protects cells and its potential therapeutic use in retinal degeneration.

4. Animals, Materials and Methods

4.1. PRGF

In accordance with the Declaration of Helsinki of 2013, blood from four different healthy donors
(all women, mean age 33 + 7 years) was collected and placed in 9-mL tubes with 3.8% sodium citrate
(Vacuette tube, Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Austria). The blood was then centrifuged at room
temperature (Endoret System, BT1 Biotechnology Institute, S.L., Vitoria, Spain). Whole-plasma was
collected after centrifugation, avoiding the leukocyte layer, and transferred to a 15-mL tube. Plasma
was mixed with calcium chloride for fibrinogen activation and incubated for 30 min at 37 °C, or until
clotting was achieved. The supernatant was collected and exposed to heat (56 °C) for 1 h to inactivate
the complement system. After that, the plasma was filtered, aliquoted, and kept at —4 °C until use
(less than 6 months).

4.2. Animals

This study was performed in accordance with the association for research in vision and
ophthalmology (ARVO) Statement for the Use of Animals in Ophthalmic and Vision Research.
The procedures and experimental designs were approved by the Animal Experimentation Ethics
Committee of the University of Oviedo (Oviedo, Principado de Asturias, Spain; PROAE 17/2017,
approved on 23/03/2017) and complied with European and national laws.

Wistar male rats weighing about 500 g were divided into dark and blue light groups (Table 1) and
treated by the following experimental design (Figure 9): the day prior to the experiment, animals were
moved and kept in the dark for 16 h. They were anaesthetized with ketamine/xylazine 80/10 mg/kg. A
second injection of 1/3 of the initial anesthetic solution was used to keep the rats asleep for 60 min.
After that, electroretinogram (ERG) and intraocular pressure (IoP) measurements were performed. For
7 days, animals were exposed either to dark or blue light depending on the experimental group. Blue
light LEDs (Electro DH, SL, Barcelona, Spain) were used to deliver light to the rat eyes at 465475 nm
(10 W/m?) for 4 h each day. On day 7, right eyes were injected with 10 uL of saline solution and
left eyes with 10 pL of PRGF using a Hamilton syringe in the sclera, right after the corneal limbus
(Figure 10). IoP was also measured to observe differences. After this procedure, animals were returned
to their experimental dark/light exposure pattern. On day 9, animals were moved and kept in dark
conditions for 16 h. After that time and after being anaesthetized, ERG and IoP measurements
were performed. Finally, animals were euthanized with a pentobarbital injection and their eyes
enucleated. To conclude, eyes were fixed with paraformaldehyde 4% for 2 h and frozen in optimal
cutting temperature (OCT) compound.

Table 1. Experimental groups.

Treatment Medium Dark/Blue Light
Control 10 pL saline solution Dark
Blue light 10 puL Saline solution Blue light
PRGF 10 uL PRGF 100% Dark

Blue light + PRGF 10 uL PRGF 100% Blue light
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Figure 9. Experimental design diagram.

Figure 10. Diagram of eye injection.
4.3. Electroretinogram and Intraocular Pressure

Animals were exposed to the ERG electrophysiology assay (RETIAnimal, Roland Consult,
Brandenburg, Germany) to analyze the retinal state before and after dark/blue light experimental
treatment. First, animals were anaesthetized as previously described and located in the device. After
applying a Gonioftal (Alcon Healthcare, S.A. Barcelona, Spain) drop into both corneas, electrodes were
located. A ground was also located on the base of the tail, with one reference electrode on each scapula
and the activated electrodes in both corneas. Light stimulus was generated with a white LED (-30 dB,
0.003 cd/m?2, and 0.125 Hz). Measurements were recorded under scotopic conditions and animals were
adapted to darkness for 16 h.

Intraocular pressure was measured with a Tonolab tonometer (Icare Tonolab, Vantaa, Finland) on
days 0 and 10.

4.4. Immunofluorescence

The eyes of eight male Wistar rats were fixed in cold paraformaldehyde 4% for 2 h and cut
in transversal sections by cryostat Microm HM 550 (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). Then,
they were washed in phosphate buffered saline (PBS). After incubation in 10% goat serum (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA) or donkey serum (Jackson InmunoResearch Europe Ltd., Ely,
Cambridgeshire, U.K.) in PBS for 60 min and washing in PBS, the retinal sections were then exposed
overnight at 4 °C to primary antibodies (Table 2). After washing with PBS, tissues were then exposed
for 2 h to the appropriate secondary antibody conjugated with either Alexa Fluor 488 or Alexa Fluor
594 (1:300) and washed in buffer. In the end, DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole) (0.2 ug/mL) was
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added to a wash solution. Images were obtained using a Leica DMI6000B fluorescence microscope
(Leica Microsystems, Wetzlar, Germany).

Table 2. Antibodies used in this study.

Antibody Reference (RRID) Species  Dilution Company
Primary Antibodies
Enzo Life Sciences Cat# . . Enzo LS, Farmingdale,
HO-1 SPA-894F, RRID:AB_991588 Rabbit 1100 NY, USA
Agilent Cat# Z0334, . . Dako, Santa Clara, CA,
GFAP RRID:AB_10013382 Rabbit 1:500 USA
Millipore Cat# AB144P, . Millipore, Burlington,
ChAT RRID:AB_2079751 Goat 1:250 MA, USA
Santa Cruz Biotechnology
Brn3a Cat# sc-31984, Mouse 1:200 Santa Crlﬁégallas, T,
RRID:AB_2167511
) Millipore Cat# MABN15, ) Millipore, Burlington,
Rhodopsin RRID:AB_10807045 Mouse —1:200 MA, USA
Secondary Antibodies
Anti-rabbit Thermo Fisher Scientific Cat# Goat 1:300 ThermoFisher,
Alexa Fluor 488  A32731TR, RRID:AB_2866491 0d ’ Waltham, MA, USA
Anti-goat Alexa  Thermo Fisher Scientific Cat# Donk 1:300 ThermokFisher,
Fluor 488 A32814TR, RRID:AB_2866497 Y * Waltham, MA, USA
Anti-mouse Thermo Fisher Scientific Cat# Goat 1:300 ThermokFisher,
Alexa Fluor 594 A32742, RRID:AB_2762825 ’ Waltham, MA, USA

4.5. Histological Studies and Retinal Thickness Quantification

For histological studies, samples were dyed following the hematoxylin and eosin (H&E) regular
protocol. Briefly, eye sections were exposed to hematoxylin for 3 min, rinsed with water, exposed to
eosin for 2 min, and washed with distilled water for 1 min. After this, they were exposed to different
concentrations of alcohol (70%, 80%, 96%, and 100%) for 20 s each, and xylene I and xylene II for
30 s each.

Images were obtained using a Leica DMI6000B fluorescence microscope (Leica Microsystems,
Wetzlar, Germany).

Once pictures of H&E-stained sections were taken, images were processed in Fiji (Image], National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). The thicknesses of retinas were quantified in five different
areas for each group, and mean values were calculated.

4.6. Statistical Analysis

All statistical tests were analysed using GraphPad Prism version 7.0a for Mac (GraphPad Software,
La Jolla, CA, USA). To assess the statistical significance, one-way and two-way ANOVAs were
performed. For the statistical comparison of mean differences between treatments, we used Tuckey’s
multiple comparison test and Sidak’s multiple comparison test. Differences were considered statistically
significant when p-values were <0.05.
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