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Resumen

Resumen

La degeneracion macular relacionada a edad (AMD) es una enfermedad
caracterizada por la pérdida del epitelio pigmentario retinal (RPE) y la
consiguiente muerte del fotorreceptor, es la principal causa de ceguera en los
paises desarrollados. Recientemente mediante el uso de oftalmoscopia
confocal laser (CSLO) se ha observado un aumento en la sefal de
autofluorescencia de las células del RPE en estudios en humanos “in vivo” al
ser estimulados con luz azul (488 nm). Esta sefial proviene de granulos de
lipofucsina presentes en él RPE y se ha atribuido su origen a la acumulacion de
fluoroforos derivados desde el retinal presente en el fotorreceptor. El objetivo de
esta tesis es demostrar la emision de autofluorescencia de una pequena
proteina de estrés celular (Alfa cristalina) como corresponsable de la emision de
autofluorescencia de la lipofucsina del RPE. Para esto se realizé experimentos
en el RPE y en la lipofucsina de ojos humanos, de Octodon degus y de células
ARPE-19. Determinando el efecto del envejecimiento en la emision de
autofluorescencia, la demostracion de la presencia de Alfa cristalina en la
lipofucsina de los tejidos examinados y el analisis espectroscopico de esta
proteina autofluorescente. Se concluyé que esta proteina esta presente en los
granulos de lipofucsina y que su autofluorescencia es dependiente del estado

de agregacién, que parece aumentar conforme aumenta el estrés oxidativo
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Resumen

medido indirectamente por el envejecimiento. La autofluorescencia de Alfa
cristalina al interior de los granulos de lipofucsina constituye un marcador de
decaimiento celular que puede ser considerado para terapias de reemplazo

celular del RPE en el futuro.

Summary

Age related macular degeneration (AMD) is an eye disease characterized by the
lost of the retinal pigment epithelium (RPE) and consequently death of
photoreceptor, is the main cause of blindness in developed countries. Recently
by using confocal scanning laser ophthalmoscopy (CLSO) was noted an
increasing of autofluorescense signaling of the RPE cells “in vivo”™ from humans
when they are stimulated with blue light (488 nm). This signal comes from
lipofuscin granules within RPE and was attributed to the increasing amount of
retinal derived fluorofores from photoreceptor. The aim of this thesis is to
demonstrate the autofluorescense emission of a small heat shock protein (Alpha
crystallin) as part of the autofluorescense emission from lipofuscin of the RPE.
For that objective were realized experiments in RPE and in lipofuscin from
human, Octodon degus and ARPE-19 cells. Determine the aging effect on
autofluorescense emission, the presence demonstration of Alpha crystallin in the
lipofuscin from investigated tissues and the spectroscopic analysis of this

autofluorescent protein. In conclusion this protein is present inside the lipofuscin
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Resumen

granules and the autofluorescense depend on the aggregation state of the
protein, that increasing in relation to oxidative stress indirectly measured by
aging. The autofluorescense of Alpha crystallin inside lipofuscin granules is a
hallmark of cellular damage that could be considered in next therapies of cellular

replacement for RPE cells of the human retina in the future.
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Introduccién

A. Introduccioén.

1. Estructura del ojo.

El globo ocular esta ubicado profundamente en una cavidad ésea llamada
orbita, la que lo protege contra el dafio mecanico y sirve como defensa frente a
la radiacion que incide sobre la cabeza. Los parpados superior e inferior
contribuyen a la proteccién al servir como cortinas contra agresiones fisicas y
la radiacién del ambiente.

El globo ocular esta compuesto de varias capas: externa, media e interna

(Figura 1).

Capa externa

Estd compuesta por cornea y esclera, sobre ésta (ltima se encuentra la
conjuntiva.

- La esclera tiene por funcién proteger el globo ocular, es un tejido resistente,
grueso y opaco formado de fibras de colageno ordenadas en laminas.

- La cdérnea es la porcion anterior transparente del globo ocular y posee
multiples capas. La superficie esta revestida por un epitelio que se contintia con
la superficie epitelial de la conjuntiva. Las células epiteliales estan renovandose
constantemente y provienen de células troncales que se diferencian a epitelio
corneal, estas se expresarian en el limbo cérneo escleral, sobre la membrana

de Bowman.
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El recambio es rapido y una vez que la célula alcanza la superficie, tiene una
vida media de 48 horas. El componente mayoritario de la cornea es el estroma,
compuesto por fibras colagenas altamente organizadas en un patrén que
permite a la cérnea ser transparente. La capa mas profunda es el endotelio,
corresponde a una capa de células con sistemas de bombas i6nicas Na*-K* que
mantienen deshidratado el estroma. Este es un factor importante para el
caracter transparente de la cornea. La cdrnea, finalmente enfoca haces de
fotones en el cristalino. Sobre la cornea y conjuntiva se encuentra el film
lagrimal que permite: la lubricacién, defensa antimicrobiana y le proporciona
nutrientes, entre otras funciones. Esta compuesto por capas, la interna es una
capa proteica hidratada donde se encuentran en solucién diversos
componentes. Sobre ella se aplica una pelicula oleosa aportada por glandulas
sebaceas modificadas, como las glandulas de Meibomio que se encuentran en

el parpado.

Capa media

Contiene el iris, el cuerpo ciliar y la coroides. Conocida también como “Gvea”,
esta regidn contiene células pigmentarias (células que producen pigmentos
como melanina). La apertura anterior del iris se denomina pupila, la cual se
contrae o dilata dependiendo de la intensidad del flujo de fotones. El iris esta
formado de células pigmentarias de varias densidades, vasos sanguineos y
fibras musculares lisas radiales y circunferenciales generando el dilatador y

esfinter de la pupila respectivamente.
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La coroides consiste de un trabeculado de vasos sanguineos, nervios y células
pigmentarias que contribuyen a la nutricién de la retina y soportan las funciones
nutritivas de las capas mas externas de la retina donde se encuentran los foto
receptores y el inicio de la red neuronal. El iris y cristalino estan en contacto con
el humor acuoso, fluido que mantiene la presion intraocular (P1O), contiene
varios antioxidantes y permite el transporte de nutrientes hacia el cristalino.

El cristalino se ubica detras del iris y sus funciones son enfocar la radiacién

visible en la retina y filtrar la radiacion ultravioleta.
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Figura 1. Representacion del globo ocular y anexos.
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El cristalino proviene embriolégicamente del ectodermo y esta compuesto de
celulas cristalinianas elongadas que estan encerradas por una capsula.
Constantemente se forman células en el denominado ecuador cristaliniano y se
desplazan a través del centro del lente. El cristalino esta suspendido desde el
cuerpo ciliar por finos ligamentos que conforman la zénula. La forma del lente
puede cambiar por contraccién o relajacion de los musculos en el cuerpo ciliar,
esta modificacion permite el enfoque de los fotones en la retina, constituyendo
la acomodacion. El cristalino es avascular y obtiene sus nutrientes desde el
humor acuoso que esta ubicado por delante o del cuerpo vitreo que llena la
cavidad posterior.

Detras del cristalino se ubica el humor vitreo, estructura con caracteristicas de
un gel, el cual tambien contiene antioxidantes y los transporta hacia el cristalino
y la retina, es un remanente embriolégico de la arteria hialoidea central, la que

colabora en el desarrollo cristaliniano y el polo ocular anterior.

Capa interna

En ésta capa se encuentra la retina que estd compuesta por células
fotorreceptoras (conos y bastones) que se estimulan cuando en sus segmentos
externos reciben fotones de luz y también por una porcién neural (células
bipolares, amacrinas, horizontales y ganglionares) que traducen el estimulo
luminoso a través de la retina al nervio optico.

Detras de las células foto receptoras estan las células del epitelio pigmentario

de la retina, la membrana de Bruch, coriocapilaris y coroides. Las células
4
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fotorreceptoras son avasculares y los nutrientes requeridos son aportados por

las células del epitelio pigmentario de la retina (RPE), éstos son transportados

al epitelio pigmentario a través de la coriocapilaris pasando por la membrana de

Bruch (Figura 2).

Celula ganglionar

Célula amacrina
Célula de Ialler
Célula bapolar

Ceélula horizontal

Bastén v cone

Membrana Imutante mterna
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Membrana hnutante externa

Segmento mterno

Segmento externo

Eptelo pigmentario retmal
(RPE)

Figura 2. Esquema de la anatomia de la retina periférica de primates.
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Los fotorreceptores, los bastones y conos, constituyen los receptores primarios
de luz. Los bastones funcionan con bajas densidades de flujo de fotones (vision
escotopica) y los conos con alta (vision fotépica). Asi, los bastones poseen
mayor sensibilidad retiniana, mientras los conos permiten la visién de colores,
agudeza visual de alta resolucién y percepcion del movimiento y fijacion. El
epitelio pigmentario retinal, es esencial para la mantencién del metabolismo de

los fotorreceptores incluyendo el transporte almacenaje y regeneracién de los

pigmentos visuales (Figura 3).
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Figura 3. Esquema del epitelio pigmentario retinal (RPE) y segmentos externos de

fotorreceptores (ROS).

En el citoplasma de RPE destacan la presencia de granulos de lipofucsina y de
melanosomas, BM: membrana basal de RPE (Burke et al., 2005).
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2. Mecanismos fotobioldgicos

La luz visible (400-760 nm) incidente en el ojo humano es fuertemente
refractada por la cornea, es transmitida a través del humor acuoso en la camara
anterior al cristalino donde es nuevamente refractada.

Después de la transmision via cuerpo vitreo, ésta radiacion alcanza finalmente
los fotorreceptores de la retina. Estas estructuras son las que primariamente
son alcanzadas por radiacion UV y visible. Las capas neuronales desempefian
la compleja funcion de procesar la informacién, la sefal visual primaria es
transformada y transmitida a la corteza visual y areas de asociacién en el
cerebro, generandose la imagen vista en el ojo.

Mucha de la radiacion UV incidente (< 400 nm) es absorbida en la capa
lagrimal, la cérnea y cristalino. El cristalino y los tejidos de la porcion anterior del
ojo pueden ser expuestos a radiacidn UV sobre 295 nm y a la retina solo llegara
una pequefa fraccién de la radiacion UV incidente. La absorcién de los medios
oculares ha sido estudiada ampliamente. Sliney & Wolbarsht en el afio 1980 y
Boettner & Wolter en el afio 1962 midieron la transmision de la radiacion UV en
la coérnea, humor acuoso, cristalino y vitreo en ojos humanos frescos
enucleados. La cornea absorbe toda la radiacion menor a 300 nm, mientras
sobre 300 nm se transmite a través de ésta. Alrededor del 60% de radiacion UV
de 320 nm y 80% de 380 nm es transmitida a través de la coérnea. El humor
acuoso transmite mucha de la radiaciéon UV incidente (90% transmision en 400

nm) sin evidencias de dispersion.
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En el segmento anterior, el epitelio pigmentario y los melanocitos del iris
absorben y bloguean radiacion visible y UV. Este es un efecto fotoprotector; en
el segmento posterior el epitelio pigmentario retinal (RPE) localizado detras de
la retina provee fotoproteccién por absorcion de la radiacion reflejada.

Barker y Brainard cuantificaron el cambio en la transmitancia del cristalino con
la edad. Los estudios demuestran disminucion de la transmitancia, con el

avance de la edad, en el rango visible.

Absorcion de la radiacién por el ojo humano

Para que la radiacion visible llegue a la retina se debe absorber el resto de las
longitudes de onda, cada rango de longitud de onda podria afectar diferentes
areas del ojo. La radiaciéon ambiental que proviene del sol contiene diversas
cantidades de radiacion UV y visible.

El ojo del primate humano tiene caracteristicas de filtro Unicas. La cornea
impide el paso de las longitudes de onda menores a 295 nm, entonces filtra
todo el rango UV-C y parte del rango UV-B natural o de fuentes artificiales. En
el adulto, el cristalino absorbe el resto de la UV-B y toda la UV-A (295-400 nm).
Entonces, solo la fraccién visible puede llegar a la retina.

Existen estudios donde se demuestra que el cristalino del humano joven
permite el paso de una pequefa parte de la UV-B (320 nm) a la retina, por otro
lado en el cristalino de los mayores se filtra ain mas la fraccion azul del visible
(Boettner EA, 1962; Sliney DH, 1980; Brainard, (1993)). En ausencia del

cristalino, condicion llamada afaquia, y en ciertas formas de ceguera hay
8
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algunos cambios en las longitudes de ondas caracteristicas que llegan a la
retina, lo que potencialmente podria dafiarla. En las Figuras 4 y 5 se observan

las caracteristicas descritas.
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Figura 4. Absorcién esquematica de radiacién UV en los medios oculares.

Los valores representan el porcentaje de diferentes longitudes de onda en el UV,

incidentes desde la superficie corneal, que son absorbidas por las estructuras del ojo.
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Figura 5. Transmision espectral del cristalino humano en funcién de la edad

(http:/fiwww.inchem.org/documents/ehc/ehc/ehc160.htm).
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Dario directo de la radiacion solar en el ojo

La exposicion de la cornea a radiaciones de longitudes de onda corta causa una
reaccion inflamatoria. Esta puede ser muy dolorosa y es similar a una
quemadura solar en la piel, fenémeno conocido como queratitis. Sin embargo,
la cérnea puede no sufrir un dafio permanente. El dafio de la radiacion UV
sobre el cristalino y el dafio de la radiacion visible sobre la retina son indoloros,
acumulativos y permanentes. Esto puede llevar a la formacion de cataratas
(corregible por cirugia) y a degeneracion macular relacionada a la edad
(primera causa de ceguera en paises desarrollados) ocasionando ceguera
permanente puesto que hasta el momento no existe tratamiento para esta

enfermedad.

Degeneracién macular relacionada a la edad (AMD)

Corresponde a una enfermedad caracterizada por la pérdida de células del
epitelio pigmentario y atrofia de los fotorreceptores de la region macular de la
retina central (Tarita-Nistor et al., 20086). Las células del epitelio pigmentario se
van cargando con granulos de lipofucsina y caracteristicamente aparecen
cuerpos residuales llamados “drusas” por debajo del epitelio pigmentario retinal
(RPE) y por sobre su membrana basal denominada membrana de Bruch (Katz,

2002).
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Es importante analizar y caracterizar esta enfermedad no soélo por sus
profundos efectos en la vision central de los pacientes afiosos, sino también por
la potencial asociacion con otros desordenes sistémicos. Es la primera causa
de defecto visual en USA en personas mayores de 65 afos de edad. La
condicion AMD hoy cobra vital importancia debido al incremento en el
envejecimiento de la poblaciéon, se estima que la baja vision afecta
aproximadamente 1 de cada 28 estadounidenses sobre 65 afios, para el afio
2020 el nimero de individuos que padezcan de AMD aumentara en 50%,
mientras que diversas lineas de evidencia que incluyen estudios en gemelos y
agregacion de poblacién, han implicado un componente hereditario en el
desorden, otros factores como la dieta, tabaco, obesidad y enfermedades
vasculares subyacentes pueden ser importantes (Slakter et al., 2005).
Genéticamente se ha asociado un mayor riesgo de desarrollo de AMD con
variantes de secuencias de DNA en el factor de complemento inmune “Gen
Factor H (HF1/CFH)”, una proteina intimamente involucrada en procesos
inflamatorios-inmunes mediados por complemento (Hageman et al., 2005). La
identificacién de factores genéticos que predisponen al desarrollo de AMD
confiere un efecto protector o de diagnostico pre sintomatico (Anand et al,
2005).

Como su nombre lo dice, esta enfermedad compromete a la macula y su
entorno, sin afectar al resto de la superficie retinal y se caracteriza por una baja

de la agudeza visual central. Sus manifestaciones son variadas, pero
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basicamente se expresa en dos formas: un tipo atréfico o “seco” que constituye
aproximadamente el 85% de los casos, y una forma exudativa o “humeda”,
responsable del 15% restante. El compromiso ocular es generalmente bilateral,
aunque su manifestacion puede no ser simultanea y de la misma severidad
(Bird et al., 1995).
La lipofucsina corresponde a cuerpos de almacenaje lisosomales que se
acumulan en muchos tejidos durante el envejecimiento, se supone que la
acumulacion de estos granulos juega un papel en el proceso de envejecimiento,
sin embargo no se ha establecido una relaciéon causal entre acumulacion de
lipofucsina y cambios funcionales asociados a la edad (Katz, 2002; de Grey et
al., 2005).
Las lipofucsinas tienen tres caracteristicas primarias:

- Consisten en lisosomas secundarios intracelulares.

- Presentan una emision “autofluorescente” amarilla cuando son excitados

por fotones del rango ultravioleta cercano o de luz azul.

- Se acumulan durante el envejecimiento normal.

Las lipofucsinas se acumulan en varios tejidos animales como el corazén, piel,
higado, cerebro y masculos. El mas estudiado es la lipofucsina que se acumula

en el RPE del ojo mamifero (Katz et al., 2002).
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Epitelio Pigmentario Retinal

El RPE consiste de una mono capa de células que revisten aproximadamente
los dos tercios posteriores del globo ocular de los mamiferos, esta justo por
detras de la retina neural y esta interpuesto entre las células fotorreceptoras y
su flujo sanguineo mantenedor a nivel de coroides. Asi, la lamina de células del
RPE forma el equivalente a la barrera hemato cerebral entre los capilares

coroideos y los fotorreceptores (Boulton, 2004).

EL RPE desarrolla una serie de funciones que son esenciales para mantener la
funcién normal y la supervivencia del fotorreceptor. Todos los nutrientes y
productos de desecho entre las células fotorreceptoras y la coroides son
coordinados por el RPE, ademas participa en el recambio de los segmentos
externos de los foto receptores, estos consisten de proyecciones tipo cono y
tipo bastones que provienen de los cuerpos celulares de las células

fotorreceptoras que se proyectan hacia el exterior del ojo (Burke et al., 2005).

El extremo de los fotorreceptores estéd inmerso en la superficie apical del RPE.
Periddicamente los fragmentos apicales son removidos desde los segmentos
externos, estos son fagocitados y degradados por el RPE. La inhibiciéon de esta
funcion ha dado como resultado la degeneracion de la célula fotorreceptora

(Katz, 2002). Otra funcién del RPE es aportar el cromoforo derivado de la
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vitamina A (11-cis-retinaldehido) requerido para la sintesis del pigmento visual

por las células fotorreceptoras (Thompson et al., 2003).

La lipofucsina se acumula en el RPE durante la senescencia. Como otras
células, el RPE muestra un progresivo aumento en el contenido de lipofucsina
durante el envejecimiento, esto es efectivo en cada especie de mamifero

examinada (Katz, 2002).

El RPE tiene un numero de caracteristicas que lo hacen un excelente tipo
celular para estudiar los mecanismos de formacion de lipofucsina, dentro de las

razones destacan:

1. Se conoce bastante acerca del metabolismo de RPE lo que puede ser
relevante en la formacion de lipofucsina.

2. EI RPE es un tejido compuesto de una mono capa.

3. EI RPE puede ser aislado del tejido circundante anatémica vy fisiologicamente

con relativa facilidad.

Estas caracteristicas han hecho que el RPE sea el tejido celular formador de

lipofucsina mas extensamente estudiado (Katz et al., 2002).
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Se sabe que si la degradacion de los segmentos externos de los fotorreceptores
es inhibida, los fagosomas no degradados rapidamente desarrollan
autofluorescencia parecida a lipofucsina y que si se retira la capa de
fotorreceptores en estadios tempranos del ciclo vital la acumulacion de

lipofucsina es disminuida.

Estos argumentos apoyan la idea que la lipofucsina es generada casi
exclusivamente a partir de los segmentos externos de los fotorreceptores
(Sundelin ef al., 2001). Se sabe que incluso granulos de melanina pueden ser

incorporados en granulos de lipofucsina (Sundelin ef al., 2001).

La oxidacion no enzimatica pareciera estar involucrada en la formacién de
lipofucsina por el RPE. El estrés oxidativo parece estar involucrado en promover
la acumulacién de granulos de lipofucsina en el RPE (Winkler et al., 1999; Lu et

al., 20086).

La vitamina A tiene un rol en la formacion de lipofucsina al permitir el ciclo visual
de los retinoides, pues al menos uno de los fluoréforos de |a lipofucsina del RPE
(A2E) ha sido involucrado en mecanismos de fotoxidacion (Shaban et al., 2002;

Dillon et al., 2004).
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3. Modelo de formacién de lipofucsina.

La lipofucsina, a veces llamado el fluoréforo de la edad, hoy se entiende como
un material fuertemente oxidado compuesto de proteinas covalentemente
entrecruzadas, lipidos y oligosacaridos (Jung et al., 2010). En él RPE del ojo se
ha asumido que gran parte de la actividad como fluoréforo de la lipofucsina es
debida a los metabolitos del retinal que acompaiia a la rodopsina en el proceso

de foto transduccion que ocurre en el fotorreceptor.

Fototransduccion:

El proceso de foto transduccién involucra la llegada de energia como estimulo
luminoso a una proteina acoplada a un pigmento visual (retinal), el foton
absorbido induce un cambio en la conformacion de la proteina de membrana
que contiene el retinal (rodopsina) y esto activa un proceso de transduccion de
sefiales intracelular. El mecanismo molecular consiste en la activacion de una
proteina G, que causa la estimulaciéon de una fosfodiesterasa de GMP ciclico
(cGMP), que aumenta la hidrolisis de cGMP por lo que la concentracion
citoplasmatica de cGMP se reduce en la vecindad del fotén absorbido.
Consecuentemente los canales dependientes de cGMP en la regiéon no
permanecen abiertos y una reduccioén localizada en el flujo de cationes ocurre
(Na* y Ca*" principalmente) al interior del segmento externo del fotorreceptor

(Figura 6).
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Figura 6. Esquema de cascada de foto transduccion en fotorreceptores de vertebrados.

A. Después de la absorcién de un fotdn (hv), se produce la activacién de la rodopsina
(R) (A.1) esta contacta moléculas de proteinas G, catalizando el intercambio de GDP
por GTP generando la forma activa G (G -GTP). Dos subunidades G se unen a dos
subunidades ¥ inhibitorias de la fosfodiesterasa (E), activando las subunidades
cataliticas « y P de la fosfodiesterasa formando E la que cataliza la hidrdlisis de
cGMP. La reduccidén de la concentraciéon plasmatica de cGMP lleva al cierre de los
canales que éste regula, bloqueando la entrada de Na* y Ca®; un intercambiador
Na’/Ca”, K continua sacando calcio por lo que este disminuye en el citoplasma,
activando mecanismos de retroalimentacién de calcio (1 y 2). 1. Liberacion de calcio
por proteina activadora de guanilil ciclasa (GCAP) se une a dominio citoplasmatico de
guanilil ciclasa (GC), incrementando su actividad: 2. Liberacion de Ca** desde
calmodulina (CM) causando que se disocie de los canales bajando la sensibilidad de

estos por cGMP.
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vertebrados (continuacién).

B. Inactivacion of R". En la oscuridad la concentracion de Ca?* esta principalmente
unida a recoverina (Rec) y es en esta forma que se une a la membrana; Rec-2Ca
forma un complejo con la rodopsina quinasa (RK), blogueando su actividad. Asi en
nivel de Ca*" de reposo, pocas moléculas de RK estan disponibles para interactuar con
R". Cuando la concentracién de Ca®* cae durante la respuesta a la luz, Rec libera su
Ca’", y se disocia de RK. La concentracién elevada de RK libre aumenta la frecuencia
de interaccion entre R’ y RK, permitiendo una més rapida fosforilacion de R’. Arrestina
(Arr) sustancialmente apaga la actividad de R’. C. Inactivacién de G-E. G es
inactivado cuando el fosfato terminal de su unién a GTP es hidrolizado. Mientras |a
proteina G tiene una actividad GTPasa intrinseca, su capacidad sélo esta permitida
cuando G’ esta unida a PDE ¥ y cuando ademas, la proteina aceleradora de GTPasa
(o factor GAP) RGS9-GF5 también se une. El complejo tetra molecular resultante G -
PDE ¥ -RGS9-GB5, rapidamente hidroliza el GTP a GDP, resultando la subunidad G o
en su forma inactiva. El G t-GDP inactivo se disocia desde la PDE, porlo que E' y G’

son inactivados simultaneamente (DeGrip ef al., 2000).
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El retinoide derivado de la vitamina A es incorporado en una via metabélica en

el fotorreceptor y en el epitelio pigmentario retinal. (Figura 7).
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t
etarrodopsina . Rodopsina (11cRAL)

EOs
Figura 7. Via metabdlica de los retinoides en retina y epitelio pigmentario retinal.

(Radu et al., 2003)

El ciclo visual se mantiene mediante la regeneracion de la rodopsina. La
absorcion de un foton (hv) por una molécula de rodopsina en un disco de un

ROS de fotorreceptor induce foto isomerizacién del cromoéforo 11cRAL,
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activandose en meta rodopsina Il. Después de algunos segundos, meta-
rodopsina Il decae en apo-rodopsina y atRAL libre. La eliminacién de afRAL
desde el interior de los discos de ROS es facilitado por un transportador ABCR.
El afRAL es reducido a afROL (vitamina A) por la deshidrogenasa afROL
(atRDH). El afROL es liberado desde el ROS y captado por una célula del RPE,
donde es esterificado por la lecitina retinol acil transferasa (LRAT) para formar

un ester all-trans-retinil (atRE).

La isomerizacién quimica es efectuada por isémero-hidrolasa (IMH), que usa
atRE como sustrato. El 11¢cROL resultante es oxidado por 11cRDH a la forma
cromofora 11cRAL. 11cRDH es inhibido por isotretinoina. 11cROL puede
también servir como sustrato a LRAT para formar 11¢RE. El paso final es la
recombinacion de 11cRAL con apo-rodopsina en el ROS para formar una nueva

molécula de rodopsina sensible a la luz (Radu et al., 2003).

La molécula de todo-trans-retinal generado en el segmento externo de los foto
receptores durante la saturacion luminosa del pigmento visual puede reaccionar
con moléculas que contienen aminas en los segmentos externos para generar
inicialmente bases amino-retinales de Schiff (Sparrow et al., 2003). Fluoréforos
de lipofucsina en el RPE son entonces generados por modificaciones
posteriores para generar fluoréforos mayores. Asi cualquier efecto que haga
aumentar los niveles de todo-trans-retinal o aumentar su vida media podria

promover la formacion de lipofucsina. Mucho del todo-trans-retinal generado es
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apagado rapidamente, reducido a todo-trans-retinol por la deshidrogenasa todo-
trans-retinol de los segmentos externos de los fotorreceptores (Katz et al.,

2002).

Este retinoide es metabolizado a través de una serie de pasos que involucran a
los fotorreceptores y al RPE para que el 11-cis-retinaldehido se combine con la
apo-proteina visual (rodopsina) y de este modo regenerar un pigmento visual

funcional, esto se conoce como el ciclo visual (Katz et al., 1995; Redmond et al.,

1998).
11cRDH . 11-¢gis-retinal -
\h\'
11-cis-retinol \
v
IMH I/ Todo-Trans-Retinal ~ PE
RPEBS\\ )
Todo- Trans- Retinil- Esteres JatrDH | A2-PE—> A2E
\ # L iso-A2E
“w__Todo-Trans-Retinol « ATR-Dimero

LRAT
Lecitina

Figura 8. El ciclo del retinoide y la formacién de fluoréforos de lipofucsina A2E, iso-

A2E, y dimero todo-trans-retinal (ATR).

Bajo la foto isomerizacién de 11-cis-retinal, todo-trans-retinal es liberado desde la

rodopsina y reducido a todo trans retinol por la enzima todo trans retinol
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deshidrogenasa (atrDH). La enzima Lecitina retinol acetil-transferasa (LRAT) genera
todo-trans-retinil esteres desde todo-trans-retinol, y RPEB5 presenta retinil ésteres a
isomero-hidrolasa (IMH) para procesar a 11-cis-retinol. 11-cis-retinol es entonces
oxidado por 11-cis-retinol deshidrogenasa (11-cRDH) para regenerar 11-cis-retinal.
Todo-trans-retinal que evade la reduccién reacciona con fosfatidiletanolamina (PE)
(2:1) para generar el precursor A2-PE, desde donde deriva A2E, is0-A2E, ATR dimero

(Kim et al., 2004) (Figura 8).

En la figura 9 se observan las estructuras de A2E e iso-A2E. Estos pigmentos

se interconvierten bajo la influencia de la luz (Kim et al., 2004)
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Figura 9. Estructura de derivados del retinoide, A2E e iso-A2E.

El estrés oxidativo induce acumulacion de fluoréforos en el RPE encontrados en
la lipofucsina presente en la retina. Este modelo resuita del efecto de deplecidn

de NADPH inducido por la oxidacion, que es necesario para reducir al todo-
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trans-retinal a todo-trans-retinol, asi la acumulacion de sus derivados
promoveria la formacion del fluoréforo de lipofucsina. El resultado final es la
acumulacion de un material lipoproteico parcialmente soluble al interior de los

granulos de lipofucsina del RPE (Katz et al., 2002)

Estudios recientes han intentado develar los componentes de la lipofucsina del
RPE y de las drusas. Por intermedio de experimentos proteémicos analizados
por espectrometria de masas se ha encontrado una serie de componentes
proteicos que estarian involucrados, donde destacan proteinas de estrés celular
como alfa cristalinas presentes tanto en la lipofucsina como en las drusas del
RPE (Crabb et al., 2002; Schutt et al., 2002; Warburton et al., 2005; Nordgaard
et al., 2006; Ng et al., 2008; Yuan et al., 2010). Su papel en estas estructuras ha
permanecido sin una clara respuesta. La expresion de Alfa cristalinas se ha
asociado al rescate de células de RPE que estan en vias de apoptosis. La
expresion se hizo induciendo con fuentes luminosas intensas incidentes sobre
la retina murina (Sakaguchi ef al., 2003). Este dafo fotoxidativo ha sido utilizado
frecuentemente como modelo de estudio de dafio foténico homologable al dario
acumulativo existente en AMD (Rozanowska et al., 1995; King et al., 2004).
Existe evidencia en estudios de cristalino en donde es posible visualizar
proteinas Alfa cristalinas fotoxidadas y aparicion de fluorescencia (Teesalu ef
al., 1997; Sik, Seppo, 1999; Bron et al, 2000). Un interesante trabajo

desarrollado en la Universidad de Oulu, demuestra un aumento de la
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autofluorescencia del cristalino humano adulto cuando es excitado con una

longitud de onda de alrededor de 495 nm (Siik, Seppo, 1999).

4. Proteinas cristalinas.

Corresponden a un grupo de proteinas que se aislaron inicialmente de las
células epiteliales y en las fibras cristalinianas, posteriormente se encontraron
en otros tejidos del ojo como iris, retina, RPE, musculo ciliar, endotelio corneal y
trabéculo corneal. Ademas se expresan también en otros tejidos, como piel,
corazon, musculo esquelético, cerebro médula espinal y pulmén. Son proteinas
solubles en agua clasificadas primariamente seglin su patrén migratorio en un
campo eléctrico (electroforesis). Actuaimente se dividen en Alfa cristalinas; que
comprenden Alfa A y alfa B, j cristalinas divididas en By (heavy) y B (light) y las
y cristalinas que poseen 6 subtipos humanos: yA, vB, yC, yD, vE, yF. Las By y
cristalinas se consideran como miembros de la misma familia en base a su
funcién. Se ha postulado que las Alfa cristalinas se relacionan con “Heat shock
proteins” (Narberhaus, 2002). Existen 2 genes de Alfa cristalina, Alfa A y Alfa B
que codifican proteinas con un 60% de identidad (Bloemendal et al., 1991).
Ambas contienen el dominio Alfa cristalina caracteristico de “small heat shock

proteins (sHsps)” (de Jong et al., 1998).
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La Alfa B cristalina estd mas ampliamente expresada y abundante en cerebro,
musculo y corazén (van Rijk et al., 2000; Minami et al., 2003). Estas proteinas
se encuentran en el cristalino y su sintesis es controlada durante la
diferenciacién en las células fibrilares del cristalino (McAvoy, 1980; van Leen ef
al., 1987). Se ha visto que la pérdida de la estructura cuaternaria oligomérica de
Alfa cristalina no afecta mayormente su funcion de chaperona molecular
(Horwitz et al., 2004; Saha et al., 2004), aunque existe un estudio que dice lo
contrario (Klymchenko et al., 2004), incluso después de condiciones de estrés
las Alfa A y B cristalinas no se encuentran en el mismo estado macromolecular
(Wang et al., 2004). Se ha observado una interesante actividad de chaperona
molecular del péptido DFVIFLDVKHFSPEDLTVK de Alfa A cristalina que puede
inhibir la fibrilogénesis y la toxicidad del amiloide beta “in vitro” (Santhoshkumar

et al., 2004, Biswas et al., 2006).

La Alfa B cristalina reconoce dominios proteicos especificos en
homogeneizados de células cristalinianas durante estrés térmico, siendo los
filamentos intermedios los que son protegidos contra la desnaturacion bajo
condiciones de estrés termal medio (Liang ef al., 1997; Muchowski et al., 1999;
Hoehenwarter et al., 2005), asi, las mutaciones en el gen de Alfa B cristalina se
han asociado a miopatia y catarata (Paulin et al., 2004; Perng et al., 2004).
Estos datos muestran un rol protector de la Alfa B cristalina sobre el

citoesqueleto. En estudios en lineas celulares “Knock out” para Alfa A cristalina
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se vio que al expresar la Alfa A aumentaba el crecimiento y resistencia al estrés
causado por UV-A (Andley et al., 1998).

Ademas se ha evidenciado, el rol protector de Alfa A y B cristalinas durante la
induccién de apoptosis “in vitro”, al analizar su participaciéon en la activaciéon
inducida por UV-A de la via RAF/MEK/ERK (Liu et al., 2004; Wang et al.,
2004). Existe evidencia concordante entre la elevacién de los niveles de la
chaperona “housekeeping” clasica Hsp 70 y el estrés térmico. Asimismo la
elevacion de los niveles de Alfa cristalina inducida por estimulos luminosos

intensos ha sido documentada (Sakaguchi et al., 2003; Bailey et al., 2004).

Es importante considerar que en el cristalino las longitudes de onda entre 320 y
1500 nm, que afectan al globo ocular humano, producen una irradiacién focal
que genera un aumento en la temperatura local, segin un modelo matematico
desarrollado por Okuno y Sliney (Okuno et al, 2005) al ocupar fuentes de
iluminacién ocular. Si esto es correcto, es posible pensar que lo mismo puede
ocurrir “in vivo” al interior del globo ocular cuando es expuesto a fuentes de
radiacion electromagnética en este rango, por lo tanto un incremento en la
temperatura intraocular producto de transferencia de energia podria ser
considerada como “estrés térmico” sobre el cristalino y de expresion de Alfa

cristalinas (Attanasio et al., 2009).
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5. Autofluorescencia de RPE.

En los ultimos afos se ha logrado visualizar la autofluorescencia del RPE en
relacion a envejecimiento. En una primera etapa de degeneracion macular
asociada a la edad, los patrones de fluorescencia iniciales conllevan la
aparicion de autofluorescencia de intensidad creciente y posteriormente la
desaparicion de ella con pérdida de células del RPE asociadas. Estos estudios
inicialmente se realizaron utilizando técnicas convencionales de histologia de
tejidos humanos, descritos inicialmente por Allan Bird en el instituto de

oftalmologia del Moorfields Eye Hospital en Londres.

En la actualidad es posible realizar mediciones “in vivo” en humanos mediante
el uso del “oftalmoscopio confocal de Heidelberg”. Este es un sistema optico
confocal equipado con un laser de una longitud de onda de 488 nm, disefiado
para la adquisicion de imagenes del polo posterior del ojo. Permite la evaluacion
cuantitativa de la topografia de las estructuras oculares y el seguimiento preciso
de cambios topograficos en el tiempo (Figura 10). Cuenta con filtros de emision
para obtener imagenes de fluorescencia mediante el uso de sondas extrinsecas

como fluoresceina o de autofluorescencia del RPE (Figura 11).
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Figura 10. Oftalmoscopio confocal de Heidelberg.

Figura 11. Imagenes obtenidas con el oftalmoscopio confocal de Heidelberg.

A .Fotografia de retina sana, D. Fotografia de retina de paciente con AMD. En ambas

se aprecia autofluorescencia del RPE.
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Hasta la fecha no ha sido posible explicar cabalmente la razén del aumento de
la autofluorescencia del epitelio pigmentario sometido a estrés o
envejecimiento. En un estudio realizado por F. Delori se demostré que esta
fluorescencia proviene de granulos de lipofucsina al interior del RPE (Delori et
al., 1995), en un reciente reporte M. Han describe la aparicion de fluorescencia
de RPE mediante microscopia confocal de doble fotén, en donde se observa
que el comportamiento de los fluordforos existentes al interior de los granulos
de lipofucsina experimentan un corrimiento hacia longitudes de onda de mas
alta energia, al utilizar muestras de tejido ocular humano en edades crecientes

(Han et al., 2006).

Considerando los efectos fototdxicos y oxidativos a los que se expone la retina
en la region macular, es posible pensar que el epitelio pigmentario retinal, que
mantiene las funciones basicas de los fotorreceptores de la retina, se
sobrecargue de proteinas de estrés celular tales como Alfa cristalina para
enfrentar los dafios oxidativos, dados por el medio ambiente en que se
encuentra. Estudios en cristalino expuesto a dafo fotoxidativo directo, han
demostrado la propiedad de autofluorescencia de un depédsito agregado
lipoproteico (catarata) compuesto por Alfa cristalina en cerca de un 50% de su
masa proteica. La formacién de depdsitos extracelulares insolubles consistentes
de proteinas mal plegadas agregadas, constituyen el sello de muchas

enfermedades neurodegenerativas (Luibl et al, 2006). Estos depésitos
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extracelulares estan también presentes en ojos humanos envejecidos y en
aquellos afectados por degeneracion macular relacionada a la edad, estos
reciben el nombre de drusas y se encuentran bajo la membrana basal del
epitelio pigmentario y la capa interna de la membrana de Bruch. A pesar de la
relacion bien establecida entre la presencia de lipofucsina y drusas en AMD la
causa principal de la formacién de éstas y su rol en la degeneracion de
fotorreceptores y RPE permanece velada. El proposito de este trabajo es
encontrar una relacién que explique el aumento de la autofluorescencia del RPE
y la presencia de proteinas Alfa cristalinas en base a la composicion proteica de
la lipofucsina del RPE, en un modelo animal de estudio de AMD y en RPE de

ojos humanos enucleados.



Hipotesis y Objetivos

B. Hipotesis.

El aumento de la autofluorescencia de lipofucsina en el epitelio pigmentario
retinal, se relaciona a la expresion de Alfa cristalinas de estrés celular en el

epitelio pigmentario retinal y en la retina.

Hipétesis alternativa

El aumento de la autofluorescencia de lipofucsina en el epitelio pigmentario
retinal, se debe a la acumulacién de productos no degradados de la célula del

epitelio pigmentario retinal.

Objetivo general

Determinar el efecto del estrés oxidativo celular retiniano producto de la edad
sobre la expresién de proteinas Alfa cristalinas y su relacién con el aumento de
la autofluorescencia de lipofucsina y sus componentes, en el epitelio

pigmentario retinal.
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Objetivos especificos

1. Determinar la autofiuorescencia de retinas - RPE normales vy retinas - RPE
expuesta a fotoxidacion y oxidacioén quimica producto de la edad “in vivo” e “in

vitro”.

2. Determinar el patron diferencial de expresion proteico en lipofucsina de RPE
expuesta a fotoxidacion y oxidacion quimica producto de la edad “in vivo” e “in

vitro™.

3. Demostrar la presencia de Alfa cristalina en lipofucsinas de retinas - RPE
normales y retinas - RPE expuesta a fotoxidacion y oxidacion quimica producto

de la edad “in vivo” e “in vitro”.

4. Determinar la autofluorescencia de lipofucsina aislada de RPE expuesta a

dafio oxidativo y relacionarlo con la autofiuorescencia de Alfa cristalina.

L
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C. Materiales y métodos.

Modelos para caracterizar la lipofucsina del epitelio pigmentario

retinal.

Para determinar la génesis y las caracteristicas estructurales de la lipofucsina
del epitelio pigmentario, se utilizaron dos modelos de trabajo en humanos y uno

que se evalué como modelo animal experimental en Octodon degus.
Modelo Humano.

1. Epitelio pigmentario de globos oculares humanos enucleados

Método:

El RPE fue aislado desde retinas de ojos humanos obtenidos desde el banco de
ojos San Diego Eye Bank, San Diego, California, USA. La técnica de extraccion
y cultivo del RPE humano se adapté al uso de ‘cylinder technique’ descrita por
(Boulton et al., 1982). Brevemente los pasos consistieron en separar el
segmento anterior del globo ocular (cérnea, limbo cérneo escleral, esclera iris y
cristalino) y el cuerpo vitreo del segmento posterior (retina, coroides y resto de
esclera.) Posteriormente se realizé la separacién del RPE del cuerpo vitreo y de
la retina neural. Una vez separada la retina, se disectdé en segmentos de

cilindros de acero de 10 mm, llenos con una solucién de tripsina al 0,25%, se

LJ
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incubaron por 1 h a 37° C y s desprendieron con movimientos de pipeta suaves

(Figura 12).

Figura 12. Manipulacion y extraccion de RPE desde ojos humanos.

Ay B Globo ocular humano abierto antes de extraer epitelio pigmentario, C. separacion
de segmento anterior (cérnea-iris) y cristalino. D. visién del polo posterior del globo
ocular. E: Marcacién de epitelio pigmentario con un trépano de 8 mm, F: Recuperacion

de células de epitelio pigmentario humano.
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2. Modelo ARPE - 19,

Método.

Se utilizd la linea celular diploide de RPE humano ARPE-19 (Dunn ef al.,
1996). ARPE-19 proviene de un cultivo primario obtenido de un dador
masculino de 19 afios. La linea celular se purificé por tripsinizacién de un cultivo
de RPE y se obtuvo una poblacion uniforme de células epiteliales que
exhibieron caracteristicas morfologicas, estructurales y funcionales similares a
RPE in vivo y una distribucién polarizada de marcadores de superficie (Dunn et
al., 1998). Este metodo se ha convertido en una herramienta importante para

estudios “in vitro” de la fisiologia del RPE.

Las ceélulas se crecieron en tubos de cultivo Falcon de plastico, que contenian
medio de cultivo F10 de HAM suplementado con 20 % suero fetal bovino, 0,4 %
de glucosa y antibidticos (penicilina (150 pg/ml), estreptomicina (0,375 pg/ml) y
anfotericina (0,012% en solucién salina), mantenidos a 37° C en un incubador
suplementado con CO; (95% aire / 5% CO3). La manipulacion de los cultivos se
llevd a cabo bajo camara de cultivo y con técnica de procesamiento de material

esteéril.
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Modelo animal

Octodon degus

Es un roedor de habito diurno en invierno, y diurno-crepuscular en verano, se
localiza sobre la superficie terrestre y posee ritmos circadianos como los
humanos (Lee, 2004). Este se ha relacionado con patologias
neurodegenerativas como Alzheimer y cataratas (Inestrosa ef al, 2005; van
Groen et al., 2009).

Debido a sus caracteristicas especiales es que lo usamos como modelo para la
formacién de lipofucsina como parte del estudio de AMD, dado que hasta la
fecha no se ha encontrado un modelo animal que permita transferir los
resultados al humano (Chan et al., 2008; Hirata ef al., 2009)

Octodon degus (Degu) es de un tamano moderado, precoz pero de maduraciéon
lenta, roedor histricomorfo de Chile central, tienen caracteristicas
fundamentales de funciones circadianas lo que lo diferencia de los roedores
nocturnos, como ratas o hamster.

En el laboratorio el ciclo de vida del Degu es al menos de 3 afios y algunos
pueden llegar a los 5-7 afos. Sin embargo, la reproduccion femenina cae
después de los 4 afnos. Aqui proponemos las bases para el estudio de la
degeneracién retiniana asociada a la edad (modelo AMD), considerando su
ciclo de vida, habitos diurnos y enfermedades neurodegenerativas descritas

previamente.
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Figura 13. Octodon degus de 1,5 afios en etapa previa a induccion anestésica.

Usamos Octodon degus de 12 a 36 meses de vida, y de diferentes pesos,
(promedio 250 gramos). Los animales se criaron desde el nacimiento en las

mismas condiciones, alimentados y crecidos “ad libitum” (Figura 13).

Técnica de anestesia general

Etapa de induccion.

Se preparo el area quirlrgica y sala a 25° Celsius. Usamos Isofluorano y un
vaporizador lo que permiti®6 mantener concentraciones controladas del gas

anestésico, este se acoplod a una fuente constante de oxigeno de 0,5 I/min.
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El animal se mantuvo en un recipiente plastico hermético de 10 cm de alto, 15
cm de ancho y 25 cm de longitud, el que se conecté mediante un tubo de
silicona al sistema de anestesia con Isofluorano.

La anestesia se indujo con 5% de Isofluorano como dosis de carga durante 10
minutos, después de esto cuando la respuesta del animal a estimulos
mecanicos decayod y el reflejo corneal se abolid, termind la fase de induccion.

(Figura 14)

Etapa de mantencién.

En esta fase la dosis de Isofluorano disminuye al 2% de la concentracion del
vaporizador, mientras tanto el tiempo de anestesia permitid6 manipular al animal
con libertad por cerca de 30 minutos.

La profundidad de la anestesia de mantencion se monitorizé mediante la
frecuencia respiratoria, la cual disminuye segun el grado de anestesia

Después del procedimiento quirdrgico el animal consiguidé recuperarse de la
anestesia general y las capacidades de movimiento y autoalimentacién se
lograron alrededor de una hora después.

Es muy importante controlar la frecuencia respiratoria por la relacién directa

entre el Isofluorano y la depresion del centro respiratorio.
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Figura 14. Sistema de anestesia general para las fases de induccion y mantencién para

Octodon degus.

Técnica de anestesia local peri bulbar

Se utilizd esta técnica anestésica complementaria para asegurar que el animal
tuviese el minimo de dolor posible en el momento quirdrgico y posteriormente
se utilizé un anestésico local comun combinado con otro de larga vida media,

con el mismo objetivo.

Durante la fase de mantencién se aplicé al animal la inyeccion de anestesia
local compuesta de una mezcla de 1,5 ml de lidocaina, bupivacaina y
hialuronidasa en el espacio peri bulbar con una jeringa de tuberculina (Figura

15).
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Figura 15. Fotografia de proceso de anestesia local peri bulbar de ojo derecho de
Octodon degus.

Técnica quirdargica

Después de la anestesia el globo ocular elegido se removié con una pinza de
0,2 mm y una tijera de micro diseccion Wescott mediante una peritomia
conjuntival en 360 grados. El ojo se rot6 hacia la parte nasal hasta alcanzar los
musculos extra oculares con la pinza, que se desinsertaron de las fijaciones
esclerales, todo esto bajo microscopio quirurgico. Una vez liberados los
musculos, se secciond el nervio 6ptico y los vasos del polo posterior y después
de la enucleacién, el apex y los vasos orbitarios se comprimen con una esponja
hemostatica por cinco minutos. Posteriormente una gota de cianoacrilato se

instilé en la cavidad orbitaria seguida de dos puntos separados de vycryl 7-0
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(Figura 16). El globo ocular se mantuvo en solucién salina balanceada hasta su

uso posterior.

Figura 16. Extraccién de globo ocular de Octodon degus bajo anestesia general.

Microscopia e histologia

Campo claro:

El globo ocular se fij6 con formaldehido 5% y tratd con alcohol en
concentraciones crecientes para deshidratarlo e incluirlo en resina epoxica.
Después de la inclusion se seccioné utilizando un ultramicrotomo Reichert, cada

seccion se visualizé con un microscopio Ortoplan de Leitz.
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Microscopia de Epifluorescencia.

Las celulas del epitelio pigmentario retinal se separaron de la retina neural bajo
el microscopio y se visualizaron directamente para evitar el efecto de algun
agente de fijacion como formaldehido y asegurar el registro de fluorescencia del
tejido, que se visualizé con un microscopio de epifluorescencia Nikon equipado

con filtros de emisién de fluorescencia de 360-380, 470-490 y 550-570 nm.

Microscopia confocal.

Las células del epitelio pigmentario se separaron de la retina neural bajo el
microscopio y se visualizaron directamente para evitar el efecto del
formaldehido u otro fijador. Se registraron y visualizaron en un microscopio
confocal Zeiss LSM con un laser de excitacién a 488 nm y filtros de emision de
205-650 y 560-615 nm. Conjuntamente se observaron las placas fijadas y
usadas en microscopia de campo claro sin el uso de alguna sonda extrinseca

fluorescente.
Microscopia electrénica.

1. Microscopia electrénica de transmision.

Los globos oculares se fijaron en formaldehido 2,5 % y Tetréxido de Osmio 1 %
y se incluyeron en resina epoxica (Araldita). Después de la inclusion la pieza se
secciond con un ultramicrotomo Reichert. Las secciones ultra finas se tifieron

con acetato de uranilo y se visualizaron con un microscopio electrénico FEI.

42



Materiales y Métodos

Purificaciéon de lipofucsina

Las células del RPE se separaron de la retina neural y se aislaron mediante
tripsinizacion y se recuperaron bajo un microscopio quirirgico. Estas se
sonicaron por S ciclos de 20 seg espaciados por 40 seg de intervalo en
amortiguador PBS sumergido en hielo. Los restos celulares se removieron por
centrifugacion a 60 x g durante 7 min.

El liquido sobrenadante se centrifugé a 6000 x g por 10 minutos para
sedimentar los granulos, el precipitado se resuspendié en sacarosa 0,3 M y se
ultracentrifugé en un rotor con “swinging buckets” a 103000 x g por una hora, en
un gradiente discontinuo de sacarosa preformado (2, 1,8, 1,6, 1,55, 1,5, 1,4, 1,2
y 1 M) (Figura 17). Los granulos colectados de la centrifugacion se secaron en
una “Speed Vac” (concentrador evaporativo) y se pesaron en una microbalanza
para determinar su masa total.

Después de pesar los granulos de lipofucsina la proteina se cuantifico
solubilizando 380 pg de lipofucsina (alrededor de 150 pg de proteina
lipofucsina) en 30 ul de 1% (w/v) SDS y se cuantificd con el método de Bradford

“BCA Protein Assay” (Bio-Rad).
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Soninacion

#C 6

Bl X1}

sobrenadante

Rll0g ¥ 10

Precipitado: organelos

Figura 17: Esquema de purificacion de granulos de lipofucsina de epitelio pigmentario.

A. Después de sonicar las células del RPE se centrifugaron para separar los granulos

intracelulares. B. Precipitado obtenido después de la centrifugaciéon diferencial, sus

componentes son separados mediante ultracentrifugacion en gradiente de sacarosa

preformado.

Purificacion de Alfa cristalina humana

Alfa cristalina posee dos isoformas cuyos genes comparten un 60 % de

identidad, estas dos isoformas no pueden ser separadas en condiciones

nativas.

En las siguientes figuras se muestra la secuencia primaria y la masa molecular

de ambas Alfa cristalina humanas (Figura 18).
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Alfa A:
Sequence Length Massi{Da) Tools
P02489-1 [UniParc]. FASTA 173 19909  |Blast -l

Last modified October 1, 1996, Wersion 2.
Checksum: 81804A8433537 Da0

10 z0 30 40 50 50
MDVTIQHPWF ERTLGPFYPS RLFDOFFGEG LFEYDLLPFL SSTISPYYRQ SLFRTVLDSG

70 B8O 30 100 110 120
ISEVRSDRDK FVIFLDVKHF SPEDLTVKVQ DDFVEIHGKH MERQODDHGYI SREFHRRYERL

130 140 150 160 170
PSNVDQSALS CSLSADGMLT FCGPKIQTGL DATHAERAIP VSREEKPTSL PSS

Alfa B:
Sequence Length Mass (Da) Tools
PO2511-1 [UniParc]. FASTA 175 20,159 | Blast _v_—l

Last modified January 1, 1990, Version 2.
Checksum: AEDBBEC4RBTE449CH

10 20 30 40 50 )
MDIATHHPWI RRPFFPFHSP SRLFDQFFGE HLLESDLFPT STSLSPFYLR PPSFLEAPSW

70 &80 ag 100 110 120
FDTGLSEMRL EEDRFSVNLD VKHFSPEELK VKVLGDVIEY HGKHEERQDE HGFISREFHR

130 140 150 160 170
KYRIPADVDF LTITSSLSSD GVLTVNGPRE QVSGPERTIP ITREEKPAVT ALPKE

Figura 18: Secuencia primaria y masa molecular de Alfa A y B cristalina humanas.

El modelo tridimensional parcial de Alfa B cristalina humana se genero
recientemente utilizando la técnica de “proteinas truncadas” desde el residuo

68 al 162 (Laganowsky et al.) (Figura 19-20).
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Figura 19. Estructura de de Alfa B cristalina humana y HSP 16,9 de levadura.

A. Estructura 3D de Alfa B cristalina (3L1G) (Laganowsky et al.). B. Modelo 3D sHSP
16,9 de levadura (Van Montfort (van Montfort et al., 2001). C y D. Dimero resuelto de

ambas estructuras.
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Figura 20. Estructura cuatérnaria de sHSP 16,9 de levadura.

Van Montfort R (van Montfort et al., 2001), en el mismo color se representan dimeros

como unidades estructurales.

1. Separacion de Alfa cristalina por tamafio molecular.

Se realizd una extraccion de las fibras del cristalino desde la corteza de
cristalinos humanos sometidos a cirugia de catarata senil, no se considero los
cristalinos con catarata congénita, ni asociada a trauma ocular o catarata
secundaria. Los fragmentos de cristalino se separaron en su porcién cortical

descartandose el nlcleo del cristalino, se sonicdé con un sonicador Virtis, en
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PBS. Se centrifugé a 15000 x g por 15 minutos a 4° C y se elimino el
precipitado y se filtré el sobrenadante en un filtro de 0,2 ym. Se dializé toda la
noche a 4° C con una membrana de dialisis con poro de 25.000 D en PBS. El
PBS recuperado se analizé por electroforesis SDS-PAGE vy se identific la Alfa

cristalina mediante inmuno deteccion “western blot”.

2. Separacion por intercambio anionico.

Después de la homogenizacién del tejido, se centrifugd a 7000 x g por 20 min,
se descarto el precipitado y se eluyé el sobrenadante en una columna de Q
sefarosa “high performance” (Amersham Bioscience), equilibrada con buffer TE
(50 mMTris-HCI, 2mM EDTA, pH 7,5).

Alfa cristalina se encuentra en los cristalinos de mamiferos en una relacion de 3
Alfa A cristalina por 1 Alfa B cristalina, segun los estudios publicado por Joseph
Horwitz (Buchner et al., 2005)

El punto isoeléctrico (Pl) de Alfa A cristalina es de 5,77 y el de Alfa B cristalina
de 6,76. Por lo que tedricamente se considera un Pl de 6,02 para Alfa cristalina
de cristalino humano.

La elusién se realizd utilizando una gradiente de NaCl para liberar la proteina
retenida en la columna, la que se identifico mediante western blot del resultado
de la electroforesis SDS-PAGE de los picos obtenidos en los cromatogramas de

purificacion.
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La fraccion del cromatograma que contenia la Alfa cristalina fue dializada contra
PBS pH 7,5 y se almacené a - 80 °C en glicerol al 5%. Para determinar la
concentracion de la proteina purificada se midio la absorbancia a 280 nm, se

utilizé el método de Bradford y Qubit (Invitrogen).

Desnaturacion de Alfa cristalina.

Espectroscopia: dispersidon de luz, dicroismo circular y fluorescencia.

1. Dispersién de luz.

Se utilizé un espectrofluorimetro Perkin-Elmer LS-50B para determinar la
dispersion de luz asociada a la formacién oligobmeros. Para las mediciones se
usé una longitud de onda de excitacion de 350 nm y atenuadores de 1%. La
concentracion de proteina varié entre 0,3 mg/ml (0,015 mM) hasta 5 mg/ml

(0,25 mM). Se utilizé cubetas de cuarzo de 500 pl para las mediciones.

2. Dicroismo circular (DC).

Se us6 como agentes desnaturantes cloruro de guanidinio (GdmCI) y urea. En
los experimentos de desnaturacion, la proteina fue incubada por una hora en
hielo a una concentracion final de 0,3 mg/ml en distintas soluciones de PBS pH
7.5 con concentraciones de GdmCI| que iban desde 0 hasta 6 M y de urea en

concentraciones entre 0 M hasta 7 M. Las muestras provenientes de la
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desnaturacién se incubaron por 15 minutos a temperatura ambiente, y se midio
en un espectro polarimetro JASCO J-600. Se hicieron tres barridos por muestra
en el UV-lejano (190 nm hasta 260 nm) a una velocidad de 20 nm/min, con una
sensibilidad de 20 mdeg (milésimas de grado). Los espectros de las proteinas
nativas se obtuvieron a partir de la medicion de las soluciones que poseian 0 M
de GdmCIl y de urea. Para la curva de desnaturacién se graficé la elipticidad a
una longitud de onda de 220 nm en cada espectro en funcién de la

concentracion de agente desnaturante.

3. Fluorescencia.

Las muestras de proteinas desnaturadas se incubaron 15 minutos a
temperatura ambiente previa a las mediciones. Para medir se utilizd un
espectrofluorimetro Perkin-Elmer LS-50. En cada medicion se usé una longitud
de onda de excitacion de 295 nm, y para los espectros de emision se hizo tres
barridos desde 260 nm hasta 600 nm, También se determind la misma
fluorescencia con una longitud de onda de excitacion de 488 nm y se realizo
tres barridos desde 450 nm hasta 900 nm. Se utilizé generalmente un ancho de
banda de excitacion y emision de 5,0 nm y una velocidad de barrido de 140
nm/min. Los espectros de la proteina se registraron en soluciones de PBS pH

7,9.
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4. Curva de desnaturacién de Alfa cristalina.

La curva de desnaturacion, se hizo a partir de los datos de intensidad de
fluorescencia o elipticidad (DC) de cada muestra a la longitud de onda
correspondiente en funcién de la concentracion de agente desnaturante. El
calculo de la diferencia de energia libre de desplegamiento se hizo de acuerdo
al método de extrapolacioén lineal (Santoro et al.,, 1988), mediante la expresion
de la intensidad de fluorescencia o elipticidad en funcion del agente

desnaturante (/{x)).

FO=((Fn(x)HFo(x))*exp((-(AG°opm,0-n+ M*X)/RT)))/(1+exp({-(AG o, 0-n +M*X)/RT)))

donde AG°(X)own =-RT*In Keq = -RT*In [(Fn(x) — F)/(F- Fo(x)]

AG°(X)p.n = AG%mon + Me*[X] vy [x] =[agente desnaturante]

Electroforesis de proteina en SDS-PAGE y western blot.

1. Electroforesis en SDS-PAGE.

La electroforesis de proteinas se hizo en una camara XCell Sure-Lock de
Invitrogen que en el depésito superior (catodo) tenia un amortiguador 1

-
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(concentrador: Tris-HCI 0,25 M, pH 6,8) y en el depésito inferior (anodo)
amortiguador 2 (Separador: Tris-HCl 1,5 M, pH 8,8) el gel poseia en ambos
depositos acrilamida en porcentajes diferentes, en la parte superior el gel
concentrador 4 % y abajo el separador 12 %.

Las muestras se suspendieron en amortiguador de muestra (1X: Tris-HC| 62, 5
mM, pH 6,8 - SDS 2 % - Glicerol 10 % beta mercaptoetanol 5 % - Azul de
bromo fenol 0, 01%) y se calentaron por 15 min a 85 °C. Una vez cargadas las
muestras a los pocillos, se corrieron en amortiguador de corrida (Tris-HCI 25
mM - glicina 192 mM - SDS 0, 1% a 120 V hasta la caida del frente de corrida.
El gel se tifié con azul de Coomassie (0,25 g de azul de Coomassie brillante en
una solucién de 90 % de metanol : agua (1:1 viv) y 10 % de acido acético)
durante media hora con agitacion y se destifid con la solucion de destefido (45

% de metanol y 10 % de acido acético).

2. Western blot con anticuerpo anti Alfa B cristalina.

Las proteinas separadas en los geles SDS, se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa, en un accesorio para inmuno deteccién (“western blot”) a 4 ° C
(Invitrogen), toda la noche a 20 V. Después de bloquear la membrana de
nitrocelulosa con caseina al 12%, se incubd con anticuerpo primario monoclonal
anti Alfa B cristalina humana (StressGen: también presenta actividad contra Alfa
A cristalina) por 1 h. El anticuerpo secundario se agregé en el kit Vectastain
ABC-AmP (Vector Laboratories) que produce quimioluminiscencia vy

fluorescencia al usar el sustrato Duolux (Vector Laboratories).
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Gradientes discontinuos de sacarosa.

Los estados de agregacién de la proteina Alfa cristalina, se resolvieron en
gradientes discontinuos de sacarosa y la relaciéon entre la emision de
fluorescencia y su estado de agregacion, se analiz6 en cada fraccion en
presencia de diferentes concentraciones de GdmCl. Los gradientes
discontinuos de sacarosa (0,3 - 2,0 M) se prepararon en tubos de
ultracentrifugacién con concentraciones crecientes del agente desnaturante
(GdmCI desde 0 M a 6 M). En la figura 21 se muestran los indices de refraccion
para la concentracion de sacarosa a diferentes concentraciones de GdmCI. Las
fracciones del gradiente se analizaron en un equipo mediante “dot blot” (Bio-

Dot® SF aparato de micro filtracion de Bio-Rad).
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Figura 21: indices de refraccion de las fracciones de los gradientes de sacarosa en

GdmCl.
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Inmuno blot.

Para mostrar la presencia de la proteina se utilizd un anticuerpo primario
monoclonal anti Alfa B cristalina (Stressgen). Se utilizé un anticuerpo
secundario monoclonal de raton del kit Vectastain-ABC-AmP (Vector Labs). La
intensidad de fluorescencia de las muestras se analizé mediante el programa
“Image J” usando el subprograma “Dot Blot Analyzer”. Los puntos analizados se
corrigieron de acuerdo a su fondo y se ajustaron segun la intensidad maxima
del “inmuno dot blot”.

Los resultados se graficaron como el porcentaje de fluorescencia maxima de
cada fraccion del gradiente de sacarosa, en concentraciones crecientes del

agente desnaturante.

Microscopia electrénica de Alfa cristalina.

Microscopia electronica de transmision.

Los polimeros de Alfa cristalina, se revelaron con tincién negativa de las
proteinas adheridas a las grillas. Con este propésito 50 pl de la muestra se
colocaron sobre una grilla (cubierta con formvar y tratada con carbdn) durante
20 s. Una vez adherida la muestra a la grilla, se lavo 4 veces y se tifié durante 2
min con una solucion de acetato de uranilo al 1,5 %. Una vez preparadas se

analizé en microscopio electrénico de transmision Jeol a 120000 aumentos.
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Inmunomicroscopia electronica de Alfa cristalina en lipofucsina humana.

La lipofucsina obtenida por ultracentrifugacion se fijé en formaldehido al 2,5 % y
se incluyé en resina acrilica. Después de la inclusion la pieza se seccioné con
un ultramicrotomo. Las secciones ultra finas se incubaron con anticuerpo
monoclonal anti Alfa cristalina (StressGen) y se visualizd por anticuerpo
secundario conjugado con oro de 20 nm y se visualizaron con un microscopio

electronico Tecnai.

Espectrometria de masas de Alfa cristalina y lipofucsina.

Preparacion de muestras:

A partir de muestras de proteinas separadas mediante SDS - PAGE se obtuvo
diversas bandas de proteinas. Las bandas de interés se cortaron del gel
eliminando al maximo el exceso de poliacrilamida. Las bandas se lavaron tres
veces con agua nanopura durante 15 min a temperatura ambiente, luego se
removid el azul de Coomassie con bicarbonato de amonio 200 mM preparado
en acetonitrilo 50 % v/v durante 30 min a 37° C. A continuacién las bandas se
incubaron con ditiotreitol 10 mM preparado en bicarbonato de amonio 200 mM
durante 30 min a 37°C. Luego se alquilaron con yodoacetamida 55 mM

preparada en bicarbonato de amonio 200 mM durante 30 min a 37°C (en
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oscuridad). Las bandas se deshidrataron con acetonitriio y se secaron a
temperatura ambiente durante 10 min y luego se colocaron en hielo. Se agregd
tampon de protedlisis bicarbonato de amonio 50 mM/acetonitrilo 10% v/iv que
contenia 0.3 pg/uL de tripsina (Promega Corp., WI-USA) y se incubé en hielo
durante 45 min. Luego, se adicioné tampoén de protedlisis (sin tripsina) de modo
de sumergir completamente la banda y se incub6 durante toda la noche a 37°C.
Se recuperd el sobrenadante, se realizaron dos extracciones con acetonitrilo
60% v/vfacido formico 0.1% viv y una extraccion con acetonitrilo. Se
combinaron el sobrenadante y las extracciones y se llevaron a sequedad en
SpeedVac a temperatura ambiente. Las muestras concentradas se re

suspendieron en 15 pL de acido férmico 0.1% viv y metanol 3% v/iv.

Obtencién de espectros.

Para la obtencién de espectros se mezclé cada muestra con la matriz
acido a-ciano-4-hidréxicinamico (CHCA, preparado a una concentracion de 10
mg/mL en acetonitrilo/acido férmico 0.1% v/v 1:1. Esta matriz se utiliza de
preferencia para péptidos y/o proteinas de masa molecular menor a 10.000 Da)
y se deposité 2 UL de cada mezcla en una placa porta muestra micro scout

(Bruker Daltonics Inc., MA-USA).
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La adquisicién de espectros de masas se realizé en un equipo MALDI-
TOF Microflex (Bruker Daltonics Inc., MA-USA) en modo ion positivo mediante
deteccion por reflexion. Previo a la obtencion de los espectros se realizdé una
calibracién del equipo con un estandar externo correspondiente a una mezcla
de péptidos de masas 1.000-3.000 Da (Bruker Daltonics Inc., MA-USA). Los
espectros finales corresponden a la suma de 15 barridos de 30 disparos de
laser aplicados en diferentes puntos tomados al azar de cada muestra

depositada en la placa porta muestra.

Andlisis de espectros e identificacion de proteinas.

Para el analisis de los espectros se utilizd el programa flexAnalysis
version 2.2 (Bruker Daltonik GmbH, Alemania). Para la deteccion de la sefiales
m/z mono isotépicas se utilizd el algoritmo SNAP (sophisticated numerical
annotation procedure). Una vez generadas las listas de sefiales m/z mono
isotopicas se realizdé una calibracion interna utilizando las sefales producto de
auto proteodlisis de la tripsina, las que se removieron de las listas y las sefales
restantes se exportaron a Excel. Adicionalmente, las listas de masas de cada
muestra se examinaron por medio del programa Peak Erazor version 2.0.1

(Lighthouse data, Odense, Dinamarca) en busqueda de sefales provenientes

57



Materiales y Métodos

de la contaminacién de las muestras con queratina las que también se

removieron de las listas.

Para la identificacion de las muestras y su corroboracién se utilizaron dos
bases de datos:
¢ Mascot

(http://www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl?FORMVER=2&SEARCH=PMF)
e MS-Fit
(http://prospector.ucsf.edu/prospector/cgi-bin/msform.cgi?form=msfitstandard)

Para la identificacion se utilizaron las listas procesadas de sefiales m/z
(intervalo m/z 600-4000). Se consideraron las siguientes restricciones: enzima
de protedlisis, tripsina; pérdida de cortes, 1; modificacion fija,
carbamidometilacion (alquilacion con yodoacetamida); modificacién variable,

oxidacion de metionina; masa, mono isotdpica; tolerancia de masa, 0.1-0.5 Da.

Se realizaron busquedas acotando taxonomia a Homo sapiens.
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D. Resultados.

Capitulo I. Microscopia del Epitelio pigmentario retinal.

I.1. Fluorescencia de epitelio pigmentario retinal.

El origen de la autofluorescencia del epitelio pigmentario retinal (RPE) proviene
de los granulos de lipofucsina del RPE (Delori et al., 1995), se desarrollé una
estrategia de preparados histologicos de tejido retinal de individuos de distintas
edades. Para demostrar la presencia de autofluorescencia en los granulos al

interior del RPE.

Microscopia de epitelio pigmentario retinal humano.

Microscopia de campo claro.

Se prepararon cortes histologicos de globos oculares con nivel de seccion en la
porcion posterior del globo ocular, para visualizar el RPE. Como se explica en la

ilustracién 1.
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anatémica de los cortes histologicos del ojo utilizados para

estudio de microscopia.

A: globo ocular completo, B: retina y C: segmentos externos de fotorreceptores
y epitelio pigmentario retinal.

Los cortes se tifieron con azul de toluidina (tincion azul) para visualizar mejor
los ntcleos celulares. En la Figura 22 se observa en detalle el RPE humano y
los segmentos externos de los fotorreceptores, en el panel B se aprecia una

imagen cercana al nlcleo compatible con grénulos de escasa pigmentacion
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asociados a granulos pigmentarios que progresan en numero hasta los
segmentos externos de los fotorreceptores que se observan en la Figura 23.

A

Figura 22. Microscopia de campo claro de retina y RPE humano de 40 afios.

Panel A. Retina (600 x) y RPE, B. Epitelio pigmentario retinal y granulos de epitelio

pigmentario, en circulo rojo se aprecian nucleos celulares y granulos de RPE (1000 x).
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SE FR

Nucleos (RPE)

Figura 23. Magnificacion digital de la microscopia de campo claro de retina y RPE

humano de 40 anos.

Flecha roja muestra nucleos celulares de RPE, segmentos externos de fotorreceptores
(SE FR), en circulo rojo se aprecian granulos de pigmento de RPE y en circulo amarillo

granulos compatibles con lipofucsina.

Para evaluar si los granulos del RPE eran capaces de generar

autofluorescencia, se hizo un analisis microscopico mediante epifluorescencia y

microscopia confocal.
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Microscopia de epifluorescencia.

El tejido que se muestra en la Figura 18 A se observo en un microscopio de
epifluorescencia usando una fuente de excitacion de 360-380 nm (Figura 20).
La sefal de fluorescencia proveniente del epitelio pigmentario se destaca en

una escala de grises (Figura 24).

Emision {

de autofluorescencia

Figura 24. Fotografia de epifluorescencia de retina humana y RPE de ojo de un

individuo de 42 afos.

Epifluorescencia con excitaciéon a 360-380 nm, con un aumento de 600 X.

Para corroborar que la sefal de fluorescencia aumenta en relacion a la edad
(Schmitz-Valckenberg et al., 2009) y considerando que la retina esta
permanentemente expuesta a oxidacion por fotones de alta energia
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(fotoxidacién) y oxidacion quimica por los procesos oxidativos celulares como la
oxidacién mitocondrial (quimica). Se consideré a la edad del tejido examinado

como factor de oxidacion del globo ocular.

El factor de la edad del tejido es una variable comiunmente utilizada en estudios
de autofluorescencia del RPE considerando que no es posible aplicar
experimentalmente otras fuentes de oxidacién en individuos humanos. Aun
cuando existen diferencias entre las muestras examinadas, se realizd una
observacion del RPE de la retina central de los ojos estudiados para

estandarizar las muestras.

En las siguientes figuras se demuestra que el origen de la autofluorescencia del
RPE proviene de los granulos del citoplasma celular y se discriminan dentro de
la poblacién de granulos algunos autofluorescentes, otros de coloracion oscura
que no fluorescen y una diversa distribucion de tamarios entre ellos.

En la figura 25 A se aprecia el RPE de un individuo de 72 afos bajo
microscopia de campo claro donde el material perinuclear granular no
pigmentado es distinto al encontrado hacia el apice de la célula que esta
cargado de granulos con pigmento (granulos mas oscuros). En la figura 25 B se
observa una sefal de emision sobre 400 nm al aplicar epifluorescencia con
excitacion ultravioleta a 360-380 nm. Esta sefal es intensa y proviene del area

perinuclear de las células del RPE.
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A

SE
Foto receptores

RPE

B

SE
Foto receptores

RPE

Figura 25. Retina humana y granulos de epitelio pigmentario humano en un individuo

de 72 afios de vida.

A. Microscopia de campo claro. B. Epifluorescencia con excitacién a 360-380 nm,
ambas con un aumento de 1000 X. SE (segmentos externos de fotorreceptores). A:

apice celular de RPE, N: nucleo celular de RPE. Tincién de hematoxilina eosina.
65



Resultados

En la figura 26 se muestra la emisién de autofluorescencia de los granulos
perinucleares al excitar a 488 nm. Al resaltar digitalmente el color del material
perinuclear se define el origen de la sefial de autofluorescencia (Figura 26 B),
sobre éstos granulos se muestran granulos de pigmento no fluorescentes que
se mezclan con los segmento externos de loa fotorreceptores presentes hacia

el apice de la célula.

En las figuras analizadas destaca que la sefal de autofluorescencia parece ser
mas intensa en la medida que el tejido examinado tiene mayor edad, lo que
tiene una contraparte fisioldégica considerando la actividad fagocitica del RPE
sobre los segmentos externos de los fotorreceptores. Esta fagocitosis vy
posterior degradaciéon es llevada a cabo en el interior de las vesiculas

lisosomales del RPE durante toda la vida del RPE.

En las vesiculas lisosomales se encuentran enzimas proteoliticas que degradan
el material fagocitado desde los fotorreceptores. Este proceso continuo de
degradacion intracelular y reciclado de vesiculas, esta afectado por el proceso
de oxidacion presente durante el envejecimiento, lo que aparentemente genera
un almacenamiento de material incompletamente degradado al interior de las
vesiculas lisosomales que reciben el nombre de lipofucsinas cuando éstas

autofuorescen al ser estimuladas con luz azul.
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Figura 26. Retina humana y granulos de epitelio pigmentario humano de un individuo

de 72 afos de vida.

A. Evaluado por epifluorescencia con excitacién a 470-420 nm. B. Contraste de
material perinuclear de RPE en imagen de color falso. Ambas imagenes en aumento
de 1000 x. SE (segmentos externos de fotorreceptores). A: apice celular de RPE, N:

nucleo celular de RPE. Tincion de hematoxilina eosina.
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En la magnificacién digital de la muestra se observa la presencia de dos
poblaciones granulares definidas, unas fluorescentes y otras de coloracién
oscura no fluorescentes, estas caracteristicas se mantienen tanto con

excitacién en el rango del ultravioleta como en el rango del azul (Figura 27).

Granulo de Melanina

Granulo de Melanina

Figura 27. A. Magnificacion digital de RPE y granulos de epitelio pigmentario humano

de un individuo de 72 afos de vida.

A. Evaluado por epifluorescencia con excitacion a 360-380 nm. B la misma imagen del

panel A con excitacién a 470-490 nm. Ambas imagenes con un aumento de 1000 X.
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Circulos rojos corresponden a nucleos celulares del RPE, circulos amarillos muestran

areas de granulos autofluorescentes (lipofucsina).

Los granulos autofluorescentes encontrados al interior del RPE corresponden a
cuerpos de almacenaje lisosomal descritos para el RPE y otros tejidos que son
caracteristicos de envejecimiento celular (lipofucsinas (Terman et al., 2004)).

Para evaluar la ubicacion de los granulos autofluorescentes presentes dentro
del RPE se utilizé microscopia confocal con una fuente de excitacion de luz azul

(488 nm).

Microscopia confocal.

En estas imagenes se observan con mejor detalle las caracteristicas
encontradas en las figuras obtenidas con las técnicas anteriores, un espacio
perinuclear con granos autofluorescentes asociados a granulos oscuros en
concentracion creciente hasta alcanzar el limite superior de la célula (Figura
28).

En la imagen de la figura 28 se observa, un espacio perinuclear con pocos
granulos de lipofucsina autofluorescentes en la base nuclear (Figura 28 A), que
al ascender en altura del plano confocal se asocian a granulos de melanina
(oscuros) en concentracion creciente hasta alcanzar el limite superior de la

célula (Figura 28 D).
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Figura 28. Fotografias confocales de fluorescencia de epitelio pigmentario humano de

un individuo de 40 afos.

Excitacion a 488 nm desde el plano inferior en A hasta un plano superior en D. El
circulo en rojo sefiala la ubicacion de lipofucsina perinuclear y como aumenta la sefal
granular fluorescente al aumentar la altura del plano confocal (distancia de planos 0,49

Hm, la barra roja corresponde a 10 ym).
En la Figura 29 se observa el RPE de un individuo de 72 afios que muestra un
aumento en la densidad de los granulos de lipofucsina, al compararse con los

resultados observados en la Figura 28, para un individuo de 40 afios.
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Figura 29. Fotografias confocales de fluorescencia de epitelio pigmentario humano de

un individuo de 72 afios.

Excitacion a 488 nm desde un plano inferior en A hasta un plano superior en D. El
circulo en rojo sefiala la ubicacion de lipofucsina perinuclear y como aumenta la sefial
granular fluorescente al aumentar la altura del plano confocal (distancia de planos 0,98
um, la barra roja sefiala 5 ym).

Es interesante destacar la altura del plano confocal que es el doble para la muestra de
un individuo de 72 afios respecto al de 40 afios. Esto indica que el volumen celular ha
aumentado casi al doble al aumentar la cantidad de lipofucsina.
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Figura 30. Fotografia de microscopia confocal de la fluorescencia de epitelio

pigmentario humano de un individuo de 72 afos.

A. Excitacién a 488 nm. B. Magnificacion digital de A. C. Magnificacion digital de RPE
de un individuo de 80 afos en microscopio confocal de doble fotéon 800 nm (equivale a
400 nm en microscopio confocal convencional, “Max Planck Institute’, Heidelberg,

Alemania). Circulo en rojo sefiala granulo de lipofucsina de casi 2 um).
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En la figura 30 se observa una seccion del RPE, que se aumentd digitalmente
para observar los granulos de hasta 2 pm (Figura 30 B). Al comparar esta figura
con los obtenidos en un microscopio confocal de doble fotén, con una excitacion
a 800 nm se observa una mejor resolucion que permite observar con nitidez la
estructura de los granulos de lipofucsina (Figura 30 C).

Los resultados en su conjunto muestran que el tamafio de los granulos
fluorescentes son variable dependiendo de la edad de las muestras de los
individuos examinados, asimismo la sefial de fluorescencia en un microscopio
confocal convencional, no permite precisar exactamente los limites de los
granulos del RPE, situacion que consecuentemente mejora al utilizar el sistema

laser de excitacion de doble fotén (Han et al., 2007).

Por tal motivo el tamafio granular promedio dependiente de la edad es
controversial, debido al error que obtendriamos de acuerdo a lo observado en
las muestras evaluadas. Es posible explicar las diferencias entre los dos
sistemas confocales a través del valor de “point spread function” (PSF) que de
acuerdo a la longitud de onda y fuente de excitacion laser utilizado es diferente

para cada sistema de microscopia confocal.

Con la finalidad de definir la ultraestructura del RPE humano y describir con
mas detalle la morfologia y distribucién de los componentes encontrados en su

interior, se utilizd microscopia electronica.
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Microscopia electrénica.

En la Figura 31 A se observa la ultraestructura del RPE y de los segmentos
externos de los fotorreceptores, alrededor del nucleo se aprecian granulos
pigmentados (melanosomas) estos granulos se diferencian al ser alargados en
un eje y circulares en el eje perpendicular a este, asimismo presentan una
tincion mas intensa que los elementos adyacentes al interior de la célula cuando
son contrastados con metales pesados. Estos se agrupan hacia la superficie
celular en contacto con los segmentos externos de los fotorreceptores.

En el espacio alrededor del ntcleo celular (como se destaca en circulo rojo en
la Figura 31 A, B y C) se muestran granulos mas pequefios y redondos que
corresponden a lipofucsina del RPE. Al comparar los resultados de microscopia
electrénica con los resultados de epifluorescencia (Figura 31 B y C:
magnificacion digital de Figura 25 A y 26 B, respectivamente), se observa una
concordancia entre ambas imagenes en donde los granulos de lipofucsina se
observan alrededor del nicleo y en la medida que se acerca hacia los
segmentos externos de los foto receptores se apaga la sefial de fluorescencia
(Figura 31 circulos amarillos) y aparecen los melanocitos del RPE (Figura 31
circulos verdes).

Estos resultados muestran la concordancia entre las muestras analizadas
mediante microscopia de campo claro, confocal y la arquitectura celular del
RPE de acuerdo a la microscopia electrénica (Figura 31).
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Figura 31. Ultraestructura de la retina y de los granulos de epitelio pigmentario

humano.

A. Microscopia electrénica de la retina humana y granulos del epitelio pigmentario
humano de un individuo de 72 afios. B. Microscopia de campo claro que corresponde a
una magnificaciéon digital de la figura 25 A. C. Magnificacion digital de Imagen en
colores falsos de microscopia de epifluorescencia de la figura 26 B, al excitar a 488
nm. Circulo rojo, espacio perinuclear; circulo verde, melanosoma; circulo amarillo,

lipofucsina; SE, Segmentos externos de fotorreceptores.
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.2. Microscopia de una linea celular de epitelio pigmentario retinal

humano.

La linea celular ARPE-19 es una linea celular diploide de RPE humano ARPE-
19 (Dunn et al., 1996), que proviene de un cultivo primario obtenido de un dador
masculino de 19 afos. Las células se crecieron en tubos de cultivo Falcon de
plastico, que contenian medio de cultivo F10 de HAM suplementado con 20 %
suero fetal bovino, 0,4 % de glucosa y antibidticos (penicilina (150 pg/ml),
estreptomicina (0,375 pg/ml) y anfotericina (0,012% en soluciéon salina),
mantenidos a 37° C en un incubador suplementado con CO, (95% aire/5%
CO.,). Estas se suplementaron con segmentos externos de fotorreceptores (SE).
Este punto es crucial dado que segun la literatura sélo es posible generar
granulos auto fluorescentes en ARPE-19 si ésta es suplementada con los SE
de las retinas de porcino o vacuno. Se postula que los SE contienen la molécula
de retinal fotoxidada en su interior, junto a rodopsina entre otras proteinas que
son fagocitadas e incorporadas a endosomas de las células del RPE. De
acuerdo a esto, la acumulacién de metabolitos de retinal oxidado (como A2E)
en ARPE-19 y RPE serian responsables de la autofluorescencia de los granulos
de lipofucsina.

Para demostrar la hipétesis que las células de ARPE-19 generan granulos
autofluorescentes a partir del SE, se analiz6 por microscopia de las células de

ARPE-19 mantenidas en cultivo por mas de un afio en ausencia de SE. En cuyo
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caso, si la hipotesis es correcta, no debera observarse fluorescencia en las

preparaciones.

Microscopia de campo claro.

Como se observa en la Figura 32 A, las células crecen de manera epitelial
derivados de un clon central y se expanden en la superficie de cultivo. A medida
que crecen y alcanzan una mayor superficie logran pigmentarse alrededor del
dia 90 de cultivo. Estas muestras se analizan sin utilizar agente fijador ni tincion.
En las figuras 32 B y C se observan aumentos del mismo cultivo donde se
aprecian en detalle la presencia de granulos pigmentados que son

caracteristicos de este tipo de células.

Figura 32. Microscopia de campo claro de células ARPE-19 de un afio de crecimiento

en cultivo celular crecidas en ausencia de SE.

Magnificaciones de cada panel: A 200 x, B 600 x y C 1000 x.

Para mostrar el efecto del crecimiento sobre la superficie de cultivo a partir de

un clon central, se utilizd contraste de fase, como se muestra en la Figura 33.
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Figura 33. Microscopia de campo claro y contraste de fase de un cultivo de ARPE-19

de 6 meses de cultivo.

A. Microscopia de campo claro de ARPE-19. B contraste de fase de ARPE-19. Ay B

magnificacién 400 X.

En la Figura 33 A se aprecia como las células centrales estan pigmentadas y
hacia la periferia disminuye la presencia de pigmento. En la figura 33 B se
observa que este efecto se encuentra relacionado con el grosor del epitelio que
es mayor en el centro y menor en la periferia, concordante con el patron de

crecimiento observado en la Figura 33 A.

Microscopia de epifluorescencia.

En este tipo de experimentos uno de los puntos controversiales en el analisis de
muestras de células fijadas, incluidas y en ocasiones tefiidas es la influencia del
tratamiento celular para demostrar la presencia de granulos autofluorescentes

en el RPE.
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Se plantea que todas estas etapas generan entrecruzamiento y oxidaciones de
los componentes intracelulares proteicos, membranas y cofactores, que pueden
generar “artefactos” en el momento de hacer las mediciones, o sea, que la
autofluorescencia del RPE puede ser un proceso generado a partir de la

manipulacion de los tejidos (Marmorstein et al., 2002; Neumann et al., 2002).

Para evitar esta situacién experimental las células ARPE-19 se analizaron por
epifluorescencia sin fijarlas ni tefirlas, sélo directamente bajo la estimulacion
con la fuente de luz para registrar su emisién de fluorescencia. Al estimular las
células con luz azul (470 - 490 nm) se observa autofluorescencia que aparece

alrededor de los 6-8 meses de cultivo en ausencia de SE (Figura 34 y 35).

Figura 34. Autofluorescencia de ARPE-19 de 6 meses de crecimiento en cultivo.

La autofluorescencia celular de la preparacion mostrada en la figura 33, se evalué por

microscopia de epifluorescencia al excitar a 470-490 nm.

79



Resultados

Figura 35. Autofluorescencia de ARPE-19 de 1 afio de crecimiento en cultivo.

Evaluado por microscopia de epifluorescencia con excitacion a 360-380 nm en Ay

con excitacién a 470-490 nm en B, (magnificacion 200 x).

En las Figuras 34 y 35 se observa que la autofluorescencia mayoritariamente
proviene de las regiones mas antiguas (centrales del cultivo). Para evaluar de
mejor manera la presencia de autofluorescencia e intentar identificar la fuente

de ésta se realizd microscopia confocal.

Microscopia confocal.

Una muestra de ARPE-19 sin suplementar SE, cultivado 1,5 afios sin fijacion,
se observé por microscopia confocal. Se usé como fuente luminosa un laser
estimulacién a 488 nm. En la figura 36 se observan los granulos auto
fluorescentes, cuya fluorescencia va en aumento hacia el apice de las células y
junto a ellos se observa la presencia de granos no fluorescentes. Al aumentar la
resolucién podemos apreciar mediante el uso de dos canales de emision de
fluorescencia la presencia de dos poblaciones de granulos (Figura 37).
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Figura 36. Microscopia confocal de ARPE-19 de 1,5 afios de cultivo.

La muestra se excitd a 488 nm desde un plano inferior en A hasta un plano superior en
D. La flecha en el circulo en rojo sefiala la ubicaciéon de un nicleo celular (barra roja

corresponde a 5 ym, distancia entre planos confocales 0,8 pm).
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Figura 37. Microscopia confocal de la autofluorescencia de ARPE-19 de 1,5 afios de

cultivo.

Se utiliz6 una excitacion a 488 nm. A. Filtro de emision entre 505-530 nm. B.
Filtro de emisién entre 560-615 nm. C. Superposicion de A y B. (Barra roja
corresponde a 5 ym).

En la figura 37 observa un gran numero de granulos no fluorescentes
compatibles con melanosomas, puesto que las células se pigmentan alrededor
de los 6 meses de cultivo, esto es caracteristico del RPE humano. Asimismo
destacan los granos autofluorescentes en estas células las que no se
alimentaron con algun derivado fotoxidado de vitamina A y demuestra que es
posible generar granulos autofluorescentes en el epitelio pigmentario humano

sin que este sea suplementado con segmentos externos de fotorreceptores.
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Figura 38. Microscopia confocal de ARPE-19 de 1,5 afios de cultivo los cuales se

excitaron a 488 nm desde un plano inferior en A hasta un plano superior en F.

Se utilizaron filtros de emision de 505-530 nm y 560-615 nm superpuestos. Circulo
celeste: nucleo celular (barra roja corresponde a 5 pm, distancia entre planos

confocales 0,8 pm).
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Los granulos encontrados parecen ser muy pequefos para su caracterizacion
en un microscopio de fluorescencia. De alli que la separacion por canales de
emision de fluorescencia permitié identificarlos y determinar su distribucion
segun el plano confocal estudiado. Asi es posible considerar que los granos
fluorescentes aparecen a la altura nuclear como se muestra en la figura 36 y en
las figuras 38 B-D y también se aprecian que los granos de pigmento

(melanosomas) se encuentran hacia el apice celular (Figuras 38 E-F).

Este resultado es concordante con lo encontrado en las muestras provenientes

de globos oculares de humanos.
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I.3. Retina y epitelio pigmentario de Octodon degus como modelo

de trabajo.

Histologia.

Octodon degus es un mamifero diurno que es capaz de ver desde el ultravioleta
cercano hasta el infrarrojo (Chavez ef al., 2003). Para demostrar que su retina
se asemeja a la encontrada en humanos y que esta tiene una organizacion en
capas estratificadas, se hizo una histologia con tinciéon de hematoxilina eosina y
se analizé con microscopia de campo claro para corroborar las similitudes con

la retina humana (Figuras 39, 40 y 41).

En estas figuras se observa que las capas descritas para el humano tiene
semejanza con las encontradas en Octodon degus (Delgado et al., 2009). Estas
capas retinales se mantienen hasta muy cerca de la emergencia del nervio
optico (Figura 39). Las capas mencionadas se muestran en la figura 41 y
corresponden a las siguientes: células ganglionares (GCL), plexiforme interna
(IPL), nuclear interna (INL), plexiforme externa (OPL), nuclear externa (ONL),

foto receptores (FR) y epitelio pigmentario retinal (RPE).
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Figura 39. Histologia de la retina central de Octodon degus de 1 afo de vida.

Microscopia de campo claro de un corte de tejido tefiido con hematoxilina eosina

(magnificacién 1000 x).

En la figura 40 se observa la presencia de una capa gruesa de fibras nerviosas, que

daran lugar al nervio 6ptico, como resumen de todos los axones provenientes de las

células ganglionares de la retina.
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Figura 40. Histologia de la retina adyacente al nervio éptico de Octodon degus de 1

afo de vida.

Microscopia de campo claro de un corte de tejido tefiido con hematoxilina eosina. En el
rectangulo negro se destaca la capa de fibras nerviosas que originan las fibras del

nervio optico (magnificacion 1000 x).

Figura 41. Histologia de la retina estratificada de Octodon degus de 1 afio de vida.

Microscopia de campo claro de preparacién tefiida con hematoxilina eosina.
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En el panel A se observa la imagen en relieve del panel B para mostrar las capas de la
retina: células ganglionares (GCL), plexiforme interna (IPL), nuclear interna (INL),
plexiforme externa (OPL), nuclear externa (ONL), fotorreceptores (FR), epitelio

pigmentario retinal (RPE) y coroides-esclera (CE) (magnificacion 1000 x).

Esta organizacion tiene su base en la capa del RPE que es la neuroglia natural
de los fotorreceptores, en esta capa se aprecia un contenido de pigmentos al
interior de los cuerpos celulares, que es caracteristico para este grupo de
células. En la Figura 42 se distingue el RPE en unidn con el segmento externo
de los fotorreceptores de la retina de Octodon degus en la parte superior y con

la membrana basal del RPE en la parte inferior.

Mb RPE

Figura 42. Histologia de RPE de Octodon degus de 1 afio de vida. Microscopia de

campo claro de una preparacion tefiida con hematoxilina eosina.

(Magnificacion dptica 1000 x). Magnificacién digital. Segmentos externos de
fotorreceptores (SE), epitelio pigmentario retinal (RPE) y membrana basal del epitelio

pigmentario retinal (Mb RPE).
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Estos resultados demuestran que el RPE de Ocfodon degus esta inserto en una
retina similar a la humana y que tiene un alto contenido de granulos de
pigmento.

Para evaluar si la generacién de autofluorescencia de este RPE es proporcional

a la del animal, se utilizé microscopia de epifluorescencia.

Microscopia de epifluorescencia.

La sefial de auto fluorescencia se muestra en las fotografias de la figura 39 en
escala de grises. Como se observa la sefial de autofluorescencia proveniente
del RPE aumenta en relacion a la edad del animal (Figura 43 B). Esta muestra

histolégica se fijé en formaldehido al 2,5 %.

Figura 43. Autofluorescencia de epitelio pigmentario de Octodon degus.

Microscopia de epifluorescencia de una preparacion de retina con excitaciéon a 364 nm.

A: 3 meses, B. 1,5 afios de vida. Circulo rojo: sefial fluorescente, magnificacién 1000 x.
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En la Figura 43 A se observa que a temprana edad (tres meses) la sefal de
autofluorescencia no es distinguible del fondo, y que al afio y medio aparece en

forma definida (Figura 43 B).

En la Figura 44 se observa una muestra de RPE de Octodon degus sin fijacion,
ni tincion para evitar el efecto de la manipulacion del tejido y evaluar que la
emisién de autofluorescencia del RPE no sea un artefacto del tratamiento del
tejido. El RPE presenta diferente longitud de onda de emision de fluorescencia
dependiendo de la longitud de onda utilizada como fuente de excitacion,

estableciéndose un maximo en la longitud de onda UV cercana a 360-380 nm.

La figura 44 B muestra que al excitar a 360-380 nm se produce una emisién en
la region del azul lejano. Al aumentar la longitud de onda de excitacion a 470-
490 nm se observa un corrimiento de la emision a longitudes de onda mayores
(amarillo — verde) (Figura 44 C). Un mayor aumento de la excitacion 550-570
corre hacia el rojo la emisién de fluorescencia (Figura 44 D). Esto significa que
hay mas de un fluordforo en el RPE de Ocfodon degus. Lo cual es concordante
con los primeros estudios realizados en lipofucsina de RPE que los separd por
sus propiedades espectrales de emision de fluorescencia, sin ser identificados

individualmente (Eldred et al., 1988).
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Figura 44. Autofluorescencia de epitelio pigmentario de Octodon degus de tres afios de

vida.

Microscopia de epifluorescencia de una preparacién de RPE sin fijacion ni tincion. A:
Campo claro; B excitacion a 360-380 nm; C excitacion a 470-490 nm y D excitacién a

550-570 nm. Circulo celeste: granulos auto fluorescentes. Magnificacién 1000 x.

Para identificar la autofluorescencia de los granulos se hizo una magnificacion
digital de los datos que se muestran en la Figura 44, resultados que se

muestran en la figura 45. Aqui se observa que existen granulos pigmentarios
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que no fluorescen al ser excitados con UV (360-380 nm) y luz azul (470-490

nm) que corresponden a melanosomas.

Figura 45. Autofluorescencia de los granulos del epitelio pigmentario de Octodon degus

de tres anos de vida.

Magnificacion de la figura 40 obtenida por microscopia de epifluorescencia. A:
Excitacion a 360-380 nm. B: Excitacion a 470-490 nm, circulo rojo: granulos no

fluorescentes, circulo celeste: granulos fluorescentes. Magnificacion digital.

Asi en el RPE de Octodon degus existen granulos autofluorescentes y otros
pigmentarios no fluorescentes que se excitan con luz UV y luz azul, conducta
similar a la descrita para el RPE humano.

La ubicacion celular de éstos granulos encontrados en el RPE de Octodon

degus, se hizo por microscopia confocal.
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Microscopia confocal.

Las muestras de RPE no fijadas, ni tefiidas se observaron por microscopia
confocal. Las figuras 46 y 47 muestran la autofluorescencia en el plano confocal
al excitar con un laser a 488 nm. Al igual que en epifluorescencia se visualiza
una sefial proveniente desde el interior del epitelio pigmentario. Alrededor del
nlcleo celular, en la figura 46 se observa que a mayor resolucidn aparecen
puntos autofluorescentes. Esta fluorescencia depende de la edad; pues es de
menor intensidad en la figura 47 A, que corresponde a una muestra de RPE de
un individuo de 1,5 afios respecto a la muestra de un animal de 3 afios (Figura

47 B).

Este fenémeno es generalizado en la muestra, como se observa en la figura 48
al disminuir su magnificacién, sin embargo no se observa uniformidad en la
muestra, al igual que lo observado para el RPE humano (Burke et al., 2005).

En la Figura 48 y 49 al aumentar la resolucion de la imagen se puede apreciar
que la fluorescencia proviene de granulos intracelulares, estos pueden ser de
diversos tamarfios, asi es posible encontrar granulos de hasta alrededor de 1
um circundantes al nicleo celular y sobre este (Figura 50). Los granulos
mencionados aumentan en nimero y tamafio a mayor edad del ojo del animal
estudiado y por sus caracteristicas podrian corresponder a granulos de
lipofucsina. Se observan otros granos no fluorescentes de morfologia ovalada,
que pueden corresponder a granulos de melanina o melanosomas.
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Figura 46. Plano de fluorescencia maxima de la microscopia confocal del epitelio

pigmentario retinal de Octodon degus.

A: 1,5 afios de vida, B: 3 afios de vida. Barra roja 2 ym, Circulo rojo, nucleo celular de

RPE.

Figura 47. Plano de fluorescencia maxima de la microscopia confocal del epitelio

pigmentario retinal de Octodon degus.

A. Fotografia confocal del plano de fluorescencia de maxima del epitelio pigmentario
retinal de degus 1,5 afos de vida. B. Fotografia confocal del plano de fluorescencia de
maxima del epitelio pigmentario retinal de degus 3 afos de vida. Excitacion a 488 nm.

Barra roja, 10 pum, Circulo rojo: areas de granulos autofluorescentes en RPE.
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Para mejorar la visualizacién del RPE se realizé microscopia confocal de muestras de
retina y RPE fijadas. En las figuras 48, 49 y 50 se muestra una preparacion de
RPE de Octodon degus fijada en formaldehido al 2.5% para mejorar la
visualizacién de los granulos autofluorescentes. Se observa que en los planos
confocales de la muestras de mayor edad, hubo un aumento de la senal de
autofluorescencia de los granulos presentes en el area perinuclear y sobre el

ntcleo.

Al utilizar una muestra fijada en formaldehido al 2,5% y mejorar la resolucién se
observa que existe un aumento de los granulos autofluorescentes en los planos
confocales de la muestra de Octodon degus de mayor edad (Figura 48, 49 y
50). Los granulos permanecen presentes en al area perinuclear y sobre el

nucleo.

La presencia de éstos granulos autofluorescentes permiten plantear a Octodon
degus como un roedor que es capaz de generar lipofucsina por envejecimiento
del RPE. Esto se relaciona con ser un roedor de habitos diurnos y que por lo
tanto esté permanentemente expuesto a fotoxidacion, a diferencia de roedores
nocturnos como ratas o ratones, quienes no generan RPE con granulos

autofluorescentes de manera silvestre.
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Figura 48. Planos confocales de autofluorescencia del epitelio pigmentario retinal de

Octodon degus de 1,5 afios fijado.

Excitacién 488 nm desde el plano inferior en A hasta el plano superior en D. Circulos:
rojos, area perinuclear; naranjos. granulos peri nucleares autofluorescentes y celestes
granulos intracelulares no fluorescentes, N, nucleo celular; barra roja 2 ym; distancia

entre planos confocales 0,1 uym. Fijacion de la muestra en formaldehido al 2,5 %.
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El procesamiento de imagenes digitales de las imagenes de la figura 48
permitié detectar de manera mas nitida la presencia de los distintos granulos
encontrados (Figura 49). Se observa un gran numero de granulos no
fluorescentes compatibles con melanosomas. Esto es caracteristico del epitelio

pigmentario humano. Los granulos autofluorescentes pueden llegar a tener un

tamano de alrededor de 1 um (Figura 50).

Figura 49. Microscopia confocal de autofluorescencia de RPE de Octodon degus de

1,5 afos fijado.

Excitacion 488 nm. En A y B se utilizé balance de contrastes y optimizacion de colores
seleccionando los canales apropiados para optimizar la visualizacién de los granulos al
interior del RPE. Circulo: rojo, area perinuclear, amarillo, granulos peri nucleares
autofluorescentes y verde, granulos intracelulares no fluorescentes. Barra roja, muestra

2 um. Fijaciéon de la muestra en formaldehido al 2,5 %.
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Figura 50. Microscopia confocal de autofluorescencia de RPE de Octodon degus de 3

anos fijado.

Excitacion 488 nm. Circulo rojo muestra granulo intracelular de alrededor de 1 pm.

Barra roja, 10 um, Fijacion de la muestra en formaldehido al 2,5 %.

Los resultados de microscopia de epifluorescencia y confocal muestran que en
el RPE de Octodon degus se generan granulos autofluorescentes de
caracteristicas similares a las lipofucsinas humanas. Este resultado permite
considerar a Octodon degus como modelo de estudio de degeneraciones

retinianas, por su similitud a la retina humana.
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Para describir con mas detalle la morfologia y distribucion de las caracteristicas
ultraestructurales de los granulos del RPE de Octodon degus, se usé
microscopia electronica de muestras de tejidos fijados en glutaraldehido y en
Tetréxido de Osmio. Se incluydé en una resina epéxica para hacer los cortes
ultra finos en ultramicrotomo. Se observaron las grillas en un microscopio

electronico de transmision.

A la fecha esta investigacion parece ser el primer reporte de la ultraestructura

de los granulos del epitelio pigmentario de este animal.

Microscopia electrénica.

La microscopia electrénica del epitelio pigmentario de la figura 51 mostrd
abundantes y diversos granulos, algunos de ellos con caracteristicas tipicas de
granulos de melanina, es decir, con un eje mas largo que otro y con tincidn
marcada frente a la presencia de metales pesados, otros semejantes a las
lipofucsina encontradas en humanos de geometria mas esférica y de
distribucién perinuclear y ofros con caracteristicas de fusion entre ellos

(melanoclipofucsina).
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Figura 51. Microscopia electrénica de epitelio pigmentario retinal de Octodon degus de

un ano de vida.

Ay B. Muestra de una seccion transversal de RPE. C: Magnificaciéon de una muestra
de una seccion longitudinal de RPE. Granulos perinucleares: 1 Lipofucsina, 2

Melanolipofucsina, 3 Melanosomas. Fijacién en glutaraldehido y Tetroxido de Osmio.
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Los resultados obtenidos de los RPE de humanos y de Octodon degus, en su
conjunto, muestran que el contenido de lipofucsina aumenta con la edad del
tejido evaluado, concomitantemente también existe un aumento en la sefal de
autofluorescencia del RPE.

De acuerdo a los resultados este aumento de la autofluorescencia
probablemente se deba a un aumento en el tamafio y en la masa de los

granulos de lipofucsina del RPE.
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Capitulo 1. Purificacién y autofluorescencia de lipofucsina

del RPE de humano y Octodon degus.

I1.1. Purificacién de lipofucsina.

Después de extraer los granulos del RPE y separar la lipofucsina desde RPE
humano, ARPE-19 y Octodon degus mediante los gradientes discontinuos de
sacarosa preformados, se encontré que la banda de lipofucsina (L1) aparece
entre las concentraciones 1,0-1,2 M de sacarosa, melanolipofucsina (L2) entre
1,5-1,55 M y melanina en 1,8-2,0 M (Figura 52 A). En la figura 52 By C se
muestra que los granulos de las bandas de centrifugacion L1 y L2 presentan
autofluorescencia al ser excitados en el ultravioleta cercano (360 nm). Las
bandas L1 y L2 se fraccionaron nuevamente en un gradiente similar, se
recuperaron y se lavaron 4 veces con PBS para remover el exceso de sacarosa
(Figura 52 D). De la lipofucsina lavada se extrajo una alicuota que se suspendi6
en PBS y se excitd a 360 nm y se observé la emisién de autofluorescencia

(Figura 52 E).
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visible e UV=-'350 o

Figura 52. Ultracentrifugacion en gradientes discontinuos de sacarosa de granulos de

epitelio pigmentario humano.

A: Muestra separada en el gradiente de sacarosa iluminado con luz blanca. B.
La misma muestra de A iluminada con luz UV a 360 nm. C. Otro gradiente en
las mismas condiciones que en A iluminado con luz UV a 360 nm. En el lado
derecho de cada tubo se muestra la concentracion del gradiente discontinuo de
sacarosa. D. Granulos de lipofucsina humana suspendido en PBS y E. Los
mismos granulos suspendidos mostrados en D que se excité a 360 nm.

La autofluorescencia de los granulos de lipofucsina se determiné por
microscopia de epifluorescencia de la fraccion L1 del gradiente discontinuo de

sacarosa
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[1.2. Microscopia de epifluorescencia de los granulos de lipofucsina

humana.

Autofluorescencia.

Los granulos de lipofucsina purificados se observaron en un microscopio de
epifluorescencia para determinar si la produccion de la autofluorescencia de
estos granulos se mantiene después del procesamiento realizado mediante las
técnicas de purificacién. Las figuras 53 y 54 muestran que los granulos de
lipofucsina aislados presentan autofluorescencia al estar en suspension en
amortiguador PBS, esta fluorescencia proviene desde granulos individuales.

Este resultado es concordante con los resultados obtenidos desde los tejidos de
RPE de humanos analizados mediante la misma técnica, pero fijados y tefiidos
por lo que es posible afirmar que esta autofluorescencia proviene
intrinsecamente de propiedades de componentes del granulo de lipofucsina y
no del proceso de procesamiento de los tejidos por modificaciones secundarias

de la lipofucsina del RPE en humanos.
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Figura 53. Autofluorescencia de granulos de lipofucsina de epitelio pigmentario humano

de individuos entre 65-70 afios.

Microscopia de epifluorescencia de granulos de RPE suspendidos en PBS. A y C.
campo claro, B. y D.: excitacion con 470-490 nm. Magnificacion 1000 x. Circulos rojos

sefalan los granulos.
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Las figuras 53 A y C indican la posicion de los granulos de lipofucsina en el
campo visual del microscopio y en las figuras 53 B y D sus correspondientes
imagenes de autofluorescencia. Como se observa en la Figura 53 C a medida
que pasa el tiempo y los granulos estan expuestos a luz azul éstos comienzan a
unirse entre si y generan estructuras como las que se muestran en la Figura 53

CyD.

Con el objeto de dilucidar la estructura de los granulos autofluorescentes se
hizo una magnificacion digital de los datos de la figura 53. Como se observa en
la figura 54, las estructuras observadas demuestran que los granulos emiten
autofluorescencia de acuerdo a la longitud de onda empleada como fuente de
excitacion, en el panel A se emple6 el contraste de fase para mostrar los limites
de los granulos, la figura 54 B muestra que al excitar a 360-380 nm se produce
una emisién en la regién del azul lejano. Al aumentar la longitud de onda de
excitaciéon a 470-490 nm se observa un corrimiento de la emisién a longitudes
de onda mayores (Figura 54 C). Un mayor aumento de la excitacion a 550-570
corre hacia el rojo la emisién de fluorescencia (Figura 54 D). Esto significa que
hay mas de un fluoréforo en la lipofucsina del RPE humano (Eldred et al.,

1988).
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Figura 54. Autofluorescencia de granulos de lipofucsina de epitelio pigmentario humano

de individuos entre 65-70 afos.

Se utilizaron los datos de la figura 49 C para magnificar la estructura de los granulos.
A. Campo claro (contraste de fase), B. C. y D.: excitaciéon a 360-380, 470-490, 550-570

nm, respectivamente. Magnificacion 1000 x.

Para evaluar el efecto de los agentes de fijacion e inclusiéon, se analizd los
granulos incluidos en resina epéxica y se observd que presentan un

comportamiento similar a los granulos en suspension (Figura 55).
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Figura 55. Autofluorescencia de granulos de lipofucsina de epitelio pigmentario humano

de individuos entre 65-70 afios incluidos en resina epoxica.

La muestra corresponde a la fraccién L1 fijada en formaldehido y Tetréxido de Osmio e
incluida en resina epdxica. A. campo claro y B. se excito a 470-490 nm. Circulos rojos

sefialan los granulos. Magnificacion 1000 x.

Estos resultados indican que la presencia de autofluorescencia por parte de los
granulos de lipofucsina del RPE de humano, no corresponde a un “artefacto” o
efecto de modificaciéon de la muestra estudiada por agentes de fijacion (como
formaldehido o glutaraldehido), pues la autofluorescencia esta presente en
condiciones con y sin agente fijador (Figuras 53, 54 y 55). Se puede considerar
la presencia de mas de un fluoréforo dentro de un mismo granulo, puesto que
éstos emiten autofluorescencia de forma diferenciada segun la longitud de onda

de excitacion utilizada (Figura 54).
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Para evaluar si este comportamiento encontrado en los granulos del RPE de
humanos estaba presente en el RPE de Octodon degus se repitié sélo la

caracterizacion con microscopia de epifluorescencia.

Microscopia de epifluorescencia de los granulos de lipofucsina de Octodon

degus

En la figura 56 se muestran los granulos de lipofucsina suspendidos en PBS,
estos presentan emision de autofluorescencia al ser excitados con longitudes
de onda en ultravioleta (360-380 nm) y luz azul (470-490 nm), este resultado
demuestra el origen de la emision de autofluorescencia del epitelio pigmentario
de Octodon degus obtenido en los analisis de microscopia de epifluorescencia y
confocal (Figura 40-46). Al igual que el resultado encontrado en el humano, con
diferentes longitudes de onda de excitacion se obtiene una emisién de
fluorescencia dependiente de la longitud de onda de excitacion. Estos
resultados son compatibles con la presencia de mas de un fluoroforo en los

granulos analizados.

En la Figura 56 A, se observa que los granulos pigmentarios (melanosomas) del
RPE de Octodon degus en suspension presentan un comportamiento diferente

de los granulos de lipofucsina, al ser estimulados con luz.
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Figura 56. Autofluorescencia de granulos de epitelio pigmentario de Octodon degus de

tres afos de vida.

A. Campo claro, B. C. y D. Microscopia de epifluorescencia con excitacién a 360-390,
470-490, 550-570 nm, respectivamente. Circulo: celestes granulos de lipofucsina y

azules, granulos de pigmento. Magnificacién 1000 x.

Para evitar que la los granulos de lipofucsina purificados y separados mediante
la técnica del gradiente discontinuo de sacarosa, no contuvieran como
contaminante granulos de melanina y de este modo evaluar sélo la

ultraestructura de la lipofucsina humana.
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Se analizd por microscopia electronica de transmision la banda L1 de los
granulos encontrados en el gradiente de sacarosa. Estas muestras se fijaron en
formaldehido y Tetréxido de Osmio y se incluyeron en resina epdxica a la que
se le realizd cortes ultra finos para el andlisis por microscopia electronica

(Figura 57).

I1.3. Microscopia electrénica de granulos de lipofucsina humana

La ultraestructura de los granulos de lipofucsina muestra que estos tienen una
morfologia variable, donde destaca la esfericidad como patréon caracteristico
con un tamano que fluctia entre 200 nm hasta 5 um y estan constituidos por
granulos mas pequenos (Figura 57 B, C) algunos menores a 10 nm (Figura 57

D).

En la Figura 57 se muestra que los granulos de lipofucsina humana poseen
estructuras internas compartamentalizadas y que en su superficie parecieran
existir ondulaciones, estos resultados han sido corroborados por microscopia de

fuerza atémica (Warburton et al., 2007).
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200

Iﬂ::l'

Figura 57. Ultraestructura de granulos de lipofucsina de epitelio pigmentario humano de

un individuo de 72 afios de vida.

Microscopia electrénica de transmisién de una muestra fijada en formaldehido y
Tetréxido de Osmio e incluida en resina epdxica. Barra indica en: A. 3 ym, By C. 200

nm, D. 10 nm. Tincion: acetato de uranillo,
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Para corroborar que los granulos de lipofucsina purificados conservan las
propiedades de autofluorescencia al ser excitados con longitud de onda en el
rango de 488 nm, que es la fuente de excitacién de los oftalmoscopios
confocales laser (CSLO) utilizados en la evaluacion de la retina y RPE en
humanos “in vivo", se realizé estudio de espectroscopia de las muestras de
lipofucsina purificadas y de esta forma identificar su comportamiento aisladas

del medio intracelular.
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I.4. Caracteristicas espectroscopicas de los granulos de lipofucsina.

Con el objeto de caracterizar las propiedades espectrales de una suspension de
granulos de lipofucsina humana y de Octodon degus, se utilizd espectroscopia
UV-visible y de fluorescencia.

UV-visible.

El analisis de la densidad éptica en funcion de la longitud de onda de los
granulos de las fracciones L1 y L2 correspondientes (espectrograma), muestra
un comportamiento compatible con la dispersion luminosa de melanolipofucsina
para la fraccion L2 y absorcion de luz entre los 350 y 450 nm, seguida por
dispersién de luz hasta los 800 nm (Figura 58 B). En la Figura 59 se muestra la
transformacion logaritmica en base natural de la densidad dptica en funcion del

logaritmo natural de la longitud de onda.
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Figura 58. Espectros de absorcion luz de lipofucsina y melanolipofucsina humana.

A. Lipofucsina (L1). B. Melanolipofucsina (L2). La suspensién contenia 50 ug de

lipofucsina o melanolipofucsina en 1 ml de PBS a 25° C.
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Asi, segln la ecuacién de Raileygh: In D.O.= In 389,65 u*L *-4In A se
observa en la figura 59 que los datos de muestras de lipofucsina se pueden
linealizar entre 500 y 800 nm, mientras que para melanolipofucsina se observa
linealidad en todo el rango (300 a 800 nm). De la parte lineal de lipofucsina se

obtuvo la pendiente (M) con un valor de 0,95 y de 1,47 para melanolipofucsina.
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Figura 59. Logaritmo natural de la densidad 6ptica y longitud de onda de lipofucsina y

melanolipofucsina humana.

A. Lipofucsina (L1). B. Melanolipofucsina (L2). La suspensién contenia 50 ug de
lipofucsina o melanolipofucsina en 1 ml de PBS a 25° C.

Estos datos explican que melanolipofucsina tiene forma alargada en relacion a
lipofucsina.

Fluorescencia.

La emision de autofluorescencia de los granulos de lipofucsina al excitar a 364

nm, mostro cuatro maximos de emision y tres hombros (Figura 60). Debido a la
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dispersion de luz de los granulos en estos experimentos se utilizé el accesorio

de “front face” para disminuir el efecto de dispersion luminosa.
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Figura 60. Espectros de emisién de fluorescencia de lipofucsina humana (50 pg/mi)

suspendida en PBS y excitada a 364 nm en un sistema “front face”, a 25° C.

A: muestra en suspension (maximo: 525 y hombros a 570, 615, 633 nm) , B: cubeta

para muestra sélida (maximo: 570 y hombros a 525, 615, 633 nm).
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Al realizar este mismo experimento pero con una longitud de onda de excitacion
de 488 nm se obtuvieron tres maximos de emision a 580, 670 y 735 (Figura 61

y 62).
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Figura 61. Espectros de emision de fluorescencia de lipofucsina humana (50 pg/ml)

suspendida en PBS al excitar a 488 nm en un sistema “front face”, a 25° C.

Los maximos de emision son: 580, 670, 735 nm.
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Figura 62. Espectro de emisién de fluorescencia de lipofucsina de Octodon degus (50

ug/ml) suspendida en PBS al excitar a 488 nm en un sistema “front face”, a 25° C.

Los maximos de emision son: 580, 650, 735 nm.
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Las Figuras 61 y 62, muestran para lipofucsina humana y para Octodon degus
la presencia de maximos de emision a diferentes longitudes de onda que se
resumen en la tabla 1. Esto sugiere la presencia de mas de un fluoréforo en los
granulos. Este resultado es concordante con el obtenido al analizar la

lipofucsina mediante epifluorescencia, dado que al utilizar diferentes longitudes

de onda de excitaciéon se obtuvo diferentes emisiones de fluorescencia.

Longitud de onda excitacién Longitud de onda de emisidn
Medio Madximos Hombros
364 suspension 525 570-615-633
364 solido 570 525-615-633
488 solido 580-670-735
488 (Octodon degus) solido 580-650-735

Tabla 2. Emisién de fluorescencia de lipofucsina humana y de Octodon degus
purificada mediante gradientes discontinuos de sacarosa. Las muestras se midieron en
suspension y directamente como muestra sélida en un accesorio de “front face” del

espectrofluorimetro Perkin Elmer LS-50.

Considerando que al excitar a 488 nm la lipofucsina, la emisién de fluorescencia
presenta maximos que se desplazan hacia el rojo en relacion a resultados
previos para fluoroforos derivados de retinoides (A2E) en lipofucsina. La
evidencia con que se contaba al inicio de este trabajo de tesis, la cual no ha

variado significativamente, no permite demostrar que exista un fluoréforo propio
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del sistema de transduccion de luz del ojo que emita en este rango. Por esta

razon buscamos una propuesta alternativa.

Los estudios conducentes a encontrar fluoréforos responsables de la emision
de fluorescencia en lipofucsina, han considerado el analisis de aquellos que es
posible extraer de la fraccion de lipofucsina soluble en solventes apolares.
Estos fluoréforos corresponden a los derivados de la molécula de retinal y
reciben el nombre de fluoréforos bisretinoides derivados de lipofucsina (A2E y

metabolitos) (Fishkin et al., 2005).

Uno de los problemas de trabajar con las proteinas de lipofucsina es poder
separarlas para su estudio dado que se encuentran en conformaciones
diferentes al estado nativo, conformando agregados y covalentemente

entrecruzadas (Jung et al., 2010).

En la Figura 63 se observa la via metabdlica de transformacion de la molécula

de retinal en su forma trans (ATR) hasta su forma dimérica (ATR dimero y A2E).
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Figura 63. Vias metabélicas del fluoréforo todo-trans-retinal (Fishkin et af., 2005).

En la figura 64 se muestran los retinoides derivados del A2E que han sido

propuestos como fluoroforos candidatos responsables de la fluorescencia de la

lipofucsina.
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Figura 64. Estructura quimica y absorbancia maxima de fluoréforos retinales extraidos

de lipofucsina (Bui ef al., 2006).
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Estos fluoroforos se han caracterizado por medio de sus propiedades
fluorescentes siendo excitados en el rango de los 488 nm, sin embargo, su
comportamiento de emisiébn de fluorescencia no coincide con nuestros

resultados (Figura 65).

500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

Figura 65. Espectro de emision de fluorescencia de A2E y A2PE registrados al excitar

a 488 nm (Sparrow et al., 2010).

En un reciente articulo se confirma que al excitar a 488 nm estos fluoréforos su
emisién de fluorescencia no es similar a la de lipofucsina (Sparrow et al., 2010).
A partir de estos resultados se propuso que alguna de las proteinas de la
lipofucsina pudiese fluorecer al excitar a 488 nm, debido a que las lipofucsinas
estan compuestas por un alto nimero de proteinas que se pueden encontrar

proteinas oxidadas y entrecruzadas y por lipidos, oligosacaridos y metales
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(Jung et al., 2010) y se sabe que algunas proteinas en estas condiciones son
capaces de fluorecer (Schutt et al., 2002; Warburton et al., 2005; Warburton ef

al., 2007; Ng et al., 2008).

Para probar esta hipotesis, en un primer paso se separd las proteinas presentes

en las lipofucsinas del RPE.

[I. 5. Determinacion de las proteinas presentes en lipofucsina de

RPE.

Los granulos de lipofucsina se colectaron por centrifugacion, se secaron por
centrifugacién en un concentrador evaporador y se pesaron en un microbalanza
para determinar la masa total de los granulos de lipofucsina. La proteina se
cuantificé solubilizando 380 pg de lipofucsina (alrededor de 150 pg de proteina
de lipofucsina) en 30 ul de 1% (w/v) SDS y se cuantificé la concentracion de
proteinas con el método de Bradford (fluctu6 entre 100-300 mg/ml). Para
determinar la naturaleza de las proteinas que componen los granulos de
lipofucsina, estas se separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida de

acuerdo a su masa molecular (Figura 66 y 67).
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Figura 66. SDS-PAGE de granulos de lipofucsina solubilizados de RPE humano en un

gel de poliacrilamida 4-12%, sin tefiir.

Carriles: 1: masa molecular (estandar), 2: sobrenadante de la centrifugacion a 60 x g,
3: precipitado a 60 x g, 4 y 5. sobrenadante 6000 x g, 6 y 7: precipitado a 6000 x g, 8:
banda melanolipofucsina L2 108000 x g, 9: banda lipofucsina L1 108000 x g, (se indica

con circulos azules la banda de los granulos).

En la Figura 66 se observa que los granulos de lipofucsina no se logran
solubilizar completamente y que parte de ellos no entran al gel como se observa
en los circulos azules, este resultado es concordante con estudios realizados en
agregados de proteina y membranas como los encontrados en el cristalino
humano (cataratas) en donde a pesar de tratamientos quimicos como solventes
(cloroformo/metanol) y detergentes (triton, ASB-14, sales biliares) y medios
fisicos (sonicacién), no es posible separarlos completamente en sus

constituyentes.
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Figura 67. SDS-PAGE de granulos de lipofucsina solubilizados de epitelio pigmentario

humano en un gel de poliacrilamida 4-12%, tefiido con plata.

Carriles: 1: masa molecular (estandar), 2: sobrenadante de la centrifugacion a 60 x g,
3: precipitado a 60 x g, 4 y 5: sobrenadante 6000 x g, 6 y 7: precipitado a 6000 x g, 8:
banda melanolipofucsina L2 108000 x g, 9: banda lipofucsina L1 108000 x g, destaca

proteina de 20 kDa presente en casi todos los carriles (rectangulo azul).

En la figura 67 carril 9 se observa que los granulos de lipofucsina estan
compuestos por un grupo de proteinas, donde destaca una banda de alrededor
de 20 kDa de masa molecular. Esta banda puede corresponder a Alfa cristalina,
pues al separar por SDS-PAGE y caracterizar las bandas presentes por
espectrometria de masas se encontrd que una proteina de masa similar

corresponde a Alfa cristalina (Schutt ef al., 2002; Warburton et al., 2005).
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Deteccion de Alfa cristalina en lipofucsina de epitelio pigmentario

retinal humano, ARPE- 19 y Octodon degus

Se hizo “western blot” con un anticuerpo anti Alfa cristalina a partir de los SDS-
PAGE de una muestra de lipofucsina humana, Octodon degus y ARPE-19
(Figura 68).

A

Figura 68. Western blot de lipofucsina con anticuerpo anti Alfa cristalina.

A la izquierda de cada panel se muestra el SDS-PAGE y a la derecha el
western blot correspondiente. A. lipofucsina humana. B. lipofucsina de ARPE-19

y C. lipofucsina de Octodon degus.
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Se observa que existe un alto numero de proteinas presentes en lipofucsina y
que el anticuerpo anti Alfa cristalina genera una marca que esta presente en las
lipofucsinas de los tres sistemas analizados, donde esta proteina es una de las
de mayor concentraciéon dentro de las proteinas que componen la lipofucsina,
cabe sefialar que la muestra de Octodon degus contenia una mayor
concentracion, como se aprecia en el gel y por esta razén se observa una

banda de mayor masa molecular, que esta ausente en las otras muestras.

Para determinar que la Alfa cristalina encontrada en el western blot, se
encontraba en la lipofucsina se disefio un experimento de microscopia

electronica de transmisién con un anticuerpo secundario marcado con oro.

Inmunomicroscopia electrénica de transmisién de lipofucsina de

epitelio pigmentario retinal humano.

Para determinar si la Alfa cristalina detectada en la lipofucsina utilizada en los
experimentos anteriores, se encontraba en los granos de lipofucsina y que no
era producto de una copurificacion de otros componentes intracelulares o
contaminacién, se realizé un experimento de microscopia electréonica de
transmision utilizando el mismo anticuerpo utilizado en la figura 68, asociado a

un anticuerpo secundario conjugado con oro.
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Como se observa en la figura 69 Alfa cristalina aparece en las diversas
secciones de cortes ultra finos de lipofucsina. Como se mencion6 anteriormente
las proteinas presentes en los granos de lipofucsina estan principalmente
modificadas por lo que el reconocimiento de Alfa cristalina por medio de esta
técnica, se hace mas dificil y las proteinas que el anticuerpo reconoce deben
estar al interior del grano de lipofucsina sin modificaciones que impidan su
reconocimiento. Asi la aparicion de marca con oro es un indicador de la
proteina al interior del grano de lipofucsina con sus epitopos intactos. Esto
descarta la presencia de Alfa cristalina adherida a los granos o como
contaminante del proceso de extraccién y purificacion desde las células del

RPE de la retina del ojo humano.

En esta técnica es importante considerar la fijaciéon de la muestra y la inclusién

en resina acrilica y en general el procesamiento de la muestra para lograr

obtener los resultados de la figura 69.
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Figura 69. Inmunomicroscopia electronica de secciones ultra finas de lipofucsina

humana.

Anticuerpo monoclonal primario anti Alfa cristalina, anticuerpo secundario conjugado
con oro (imagen electrén-densa). A. Barra indica 300 nm. B. Barra indica 600 nm. C.
Barra indica 800 nm. Fijacién en glutaraldehido e inclusidén en resina acrilica.

Visualizado en microscopio un electronico de transmisién Tecnai.

De los campos de microscopia electrénica analizados existe un porcentaje

significativo de la muestra marcada con oro.
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Espectrometria de masas.

Las muestras de lipofucsina humana sometidas a SDS-PAGE, se analizaron
mediante espectrometria de masas para corroborar la presencia de Alfa

cristalina.

Los granulos de lipofucsina se secaron para obtener 500 pg de peso seco y se
solubilizaron en amortiguador Laemmli 4X (SDS 3%, Tris 0.17 M pH 6.8, glicerol
35%). Se centrifugaron a 600 x g y se separ6 el sobrenadante del precipitado,
ambas fracciones se cargaron en carriles separados en un gel de
poliacrilamida 4-12%. El gel se tifi6 mediante el uso de azul de Coomassie

coloidal. Cada banda del gel se cortd y se analizé por espectrometria de masas.

En la figura 70 se observa la distribucion de las proteinas presentes en
lipofucsina humana tanto en el sobrenadante como en el precipitado de

lipofucsina.
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Figura 70. SDS-PAGE de lipofucsina humana solubilizado en amortiguador Laemmli 4X

con un gel de poliacrilamida 4-12% tefiido con azul de Coomassie.

Carriles: 1; masa molecular (estandar), 2, 3, 4 fraccion de lipofucsina soluble

(sobrenadante de la centrifugacion a 600 x g), 5: precipitado a 600 x g.

El analisis de la espectrometria de masas de las bandas sefialadas se hizo con
el programa mMass (Strohalm et al., 2008; Strohalm et al.). En la figura 71 se
muestra un espectro del resultado obtenido para la banda sefialada con el

numero 7 en la figura 70.
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Figura 71. Espectrometria de masas de la banda numero 7 del gel SDS-PAGE de

lipofucsina humana mostrado en la figura 70.

Los resultados obtenidos mediante espectrometria de masas para cada banda,
se procesaron con el programa mMass, que también se uso para la busqueda

de las proteinas en la base de datos de Mascot.

(http://www.matrixscience.com/cgi/search_form.pl?FORMVER=2&SEARCH=PMF).

En la figura 72 y 73 se observa el resultado de Mascot para la banda nimero 7

del gel de la figura 70.
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litiinvcss Mascot Search Results

User : claudio zuniga

Email : clazunig@yahoo.com

Search title : Analysis

Databhase : SwissProt 2011 01 (524420 seguences; 185205850 residues)
T axonomy : Homo sapiens {(human) (20253 seguences)

Timestamp i 16 Jan 2011 at 15:31:11 GMT

Top Score : 103 for Mixture 1, CRYAB HUMAW + CRYAA HUMAN

Mascot Score Histogram

Protein score is -10*¥Log(P), where P is the probability that the observed match 1s a randem event.
Protein scores greater than 56 are significant (p<0.05).

Number of Hits
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Figura 72. Analisis de Mascot para espectrometria de masas de la banda nimero 7 del

SDS-PAGE de lipofucsina humana.

El analisis de Mascot considerd un nivel 56 de significancia para la muestra

analizada. Como se observa en la figura 73 el resultado indica la presencia de
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Alfa A cristalina humana con un score de 68 y Alfa B cristalina humana con un

score de 84.
1. Mixture 1 Total score: 103 Expect: 1le-06 Matches: 31
Components (only one family member shown for each component):!
CRYAE HUMAN Mass: 20146 Score: B4 Expect: 7.9e-05 Matches: 18
Alpha-crystallin B chain OS=Homo sapiens GN=CRYAB PE=1 SV=2Z
CRYAL HUMAN Mass: 198397 Score: 68 Expect: 0.0031 Matches: 14

Alpha-crystallin A chain OS=Homo sapiens GN=CRYAA PE=1 §V=2

2. CRYAB HUMAN Mass: 20146 Score: 04 Expect: 7.9e-05 Matches: 18
Alpha-crystallin B chain OS=Homo sapiens GN=CRYAB PE=1 8V=Z

3. CRYAAL HUHAN Hass: 19397 Score: G0 Expect: 0.0031 Matches: 14
ilpha-crystallin A chain OS=Homo sapiens GN=CRYAA PE=1 5V=2

4. PN6EL HUMAN Mass: 37346 Score: 50 Expect: 0.12 Matches: 16
Putative paraneoplastic antigen-like protein 6B-1like protein OS=Homo sapiens PE=3 SV=1

Search Parameters

Type of search : Peptide Mass Fingerprint
Enzyme : Trypsin

Mass values : Monoisotopic

Protein Mass : Unrestricted

Peptide Mass Tolerance : + 0.2 Da

Peptide Charge State : 1+

Max Missed Cleavages 1

Humber of gueries 1 417

Selected for scoring : B84

Mascot: hitp/fwww. matrixscience.com/

Figura 73. Resultado de Analisis de Mascot para espectrometria de masas de la banda

numero 7 del SDS-PAGE de lipofucsina humana.

Como se desprende de éstos resultados Alfa cristalina humana, esta presente
en lipofucsina humana tanto en su forma Alfa A y Alfa B cristalina. Estos
resultados son coincidentes con lo que se ha reportado para estas proteinas en

neuronas (van Rijk et al., 2000).
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Capitulo 11l. Alfa cristalina como proteina autofluorescente.

lll. 1. Fluorescencia de cristalino humano y de Octodon degus.

Experimentalmente se sabia que el cristalino humano es capaz de fluorecer
cuando se excita con longitudes de onda del UV cercano y luz azul (Siik, S. et
al., 1999). Esto fue corroborado experimentalmente al aislar los cristalinos de

Humano y de Octodon degus, y someterlos a luz UV (Figura 74).

Figura 74. Emision de autofluorescencia de cristalino humano y cristalino de Octodon

degus.

A. Humano. B. Octodon degus. Longitud de onda de excitaciéon a 360-380 nm y

emision total sobre 400 nm.

Asi se observa que tanto en el cristalino humano como en el de Octodon degus
existe emision de fluorescencia amarilla - verde al estimularlos con longitud de

onda a 360-380 nm
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En la Figura 74 el cristalino de ambos individuos esta aislado sobre un
recipiente de plastico no fluorescente, en ambos cristalinos se aprecia un borde
fluorescente nitido que corresponde a la corteza del cristalino. Este se compone
mayoritariamente de proteinas a Alfa cristalinas, que pueden llegar a ser el 50
% de la masa proteica total de estas células con concentraciones cercanas a
500 mg/ml.

En el cristalino las proteinas Alfa cristalinas han sido estudiadas como
responsables de procesos de absorcion de radiacion, refraccion de la luz y

como chaperonas moleculares, entre otras funciones.

Para determinar la participacién de la corteza y el nucleo del cristalino en la
emisién de fluorescencia, se removié su corteza y se suspendié en PBS. Se
excité entre 360-380 nm y se midi6 la emision de fluorescencia.

Al suspender la corteza del cristalino las proteinas presentes se mantienen en
el interior de las fibras cristalinianas.

El experimento se realizd colocando la corteza del cristalino en PBS, en un
recipiente que ademas contenia al nucleo del cristalino en cada caso, los
resultados se muestran en las figura 75 Ay 75 B.

Como control de emision de autofluorescencia, se muestra el recipiente de

plastico con PBS sin contenido de cristalinos en las figuras 75 C y 75 D.
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Figura 75. Emision de autofluorescencia de las cortezas de cristalinos en PBS y

nucleos de los cristalinos en suspension.

A. Cristalino humano. B. Cristalino de Octodon degus, C. y D: PBS. Longitud de onda

de excitacién 360-380 nm, emision total sobre 400 nm.

Como se observa existe una senal de autofluorescencia que proviene de las
particulas de la corteza que se han suspendido (Figura 75) y del nucleo del
cristalino.

Este comportamiento se puede explicar por la capacidad del cristalino de
absorber la radiacién ultravioleta y azul lo que le permite ser un filtro natural
para proteger a la retina, concomitantemente a esta absorcién de longitudes de
onda corta y de alta energia, éstas se transforman en emisién de fluorescencia
de longitudes de ondas mas largas y de menor energia por parte de las

estructuras del cristalino
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Dado la alta concentracién de Alfa cristalina en el cristalino, su emision de
autofluorescencia y considerando nuestros resultados de autofluorescencia de
lipofucsina (en donde los espectros de emision de fluorescencia de los
fluoroforos conocidos no calzan con los obtenidos experimentalmente) y que
hemos encontrado Alfa cristalina en la lipofucsina estudiada, una posible
explicacién a la emision de fluorescencia frente a la excitacion de la lipofucsina
a 488 nm, era que esta proteina se comportara como un fluoréforo responsable
de parte de la emisién de autofluorescencia del cristalino, ya que con
anterioridad se conocian proteinas capaces de fluorecer y que ademas fuera

esta proteina un fluoréforo presente en lipofucsina.

Para abordar el estudio de la presencia de alfa cristalina como responsable de
la autofluorescencia de la lipofucsina en el epitelio pigmentario retinal, se disefio
experimentos basados en la demostracion de la autofluorescencia de Alfa
cristalina no atribuible a una sonda intrinseca conocida (por ej. residuos
aromaticos).

Con el objeto demostrar que Alfa cristalina es capaz de fluorecer al excitarla a
488 nm y para poder estudiarla, se solubiliz6 la corteza del cristalino, en donde
se encuentra en abundante cantidad (alrededor de 150 mg/ml), y se purificd
mediante el uso de cromatografia y separacion por tamafio. Se establecié su

caracterizacion espectral.
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Para evaluar si la proteina Alfa cristalina purificada es capaz de generar
autofluorescencia se realizdé un experimento de emision de autofluorescencia
Posteriormente se estudié un posible mecanismo que explique la presencia de

autofluorescencia de Alfa cristalina considerando su estructura.

[11.2. Autofluorescencia de Alfa cristalina.

Con la idea de evaluar si la fluorescencia de la corteza del cristalino al excitar a
488 nm, proviene de Alfa cristalina que es la proteina principal, se evaluaron las

propiedades fluorescentes de Alfa cristalina bovina (Stressgen) (Figura 76).

50 1
45

FLuorescencia(U.A.)

nm

Figura 76. Espectro de emisién de autofluorescencia de Alfa cristalina bovina (0.5
mg/ml) registrada entre 550 y 900 nm, con longitud de onda de excitacion a 488 nm, a

25° C.

Los maximos de emision son 642, 735 y hombro en 670 nm. Como se observa en la

Figura 76, Alfa cristalina es capaz de autofluorecer al ser estimulada a 488 nm.
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111.3. Purificacion de Alfa cristalina humana.

Para obtener la proteina en su condicién natural es que se aislo alfa cristalina
desde la fraccion soluble de la centrifugacién diferencial de la corteza del
cristalino humano, la cual se cargé en una columna de cromatografia de

intercambio aniénico (Figura 77).
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Figura 77. Cromatograma de purificacion de Alfa cristalina humana.

La proteina se inyectd en la columna, y se colectd las fracciones que fluyeron en
voltimenes de 1 ml. La absorbancia se midié a 280 nm. La linea azul corresponde a la
curva del gradiente de NaCl (0 a 1 M) que permite eluir la muestra unida a la resina de
intercambio iénico. Se muestran los picos de elusion |, 11 y Il
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456 78 9101112131415 | [16 17 1819 2021 22 2324 2526

Bl ca@Eews v

Figura 78. Electroforesis SDS-PAGE de las etapa de la cromatografia de intercambio

anionico de Alfa cristalina.

Carril 1: Estandar de masa molecular. Carril 2: Estandar de alfa cristalina, Carril 3:
corteza de cristalino Carril 4: carga total columna. Muestras escogidas a partir de los
picos obtenidos en el cromatograma. Carril 5-8: pico |, Carril 9-15: pico Il, Carril 16-
26: pico Il

El resultado del SDS- PAGE del cromatograma de la columna de intercambio
anionico, se evalud por western blot utilizando un anticuerpo anti Alfa cristalina
(Stressgen) (Figura 79) para identificar las bandas obtenidas en la Figura 78 de

las fracciones del cromatograma.

1.2 56 78 9101112 131415 16 1718 19 202122 23 24 2526

Figura 79. Western blot de electroforesis SDS-PAGE de las fracciones del

cromatograma de purificacién de Alfa cristalina humana.
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Como se observa en las Figuras 78 y 79, alrededor de los 20 kDa existen dos
bandas que se distinguen mejor en la Figura 77, estas corresponden a Alfa Ay
Alfa B cristalina, dado que el anticuerpo es capaz de reconocer las dos
isoformas de la proteina.

Los picos obtenidos se filtraron en poro de 0,2 ym y se dializé la proteina contra
PBS toda la noche a 4° C.

Se tomo una muestra de la proteina purificada en el pico | y se obtuvo el SDS-

PAGE de la Figura 80.

Figura 80. A: SDS-PAGE de Alfa cristalina purificada desde corteza de cristalinos

humanos.

A Carriles: 1 Estandar PM, 2 Estandar Alfa cristalina bovina (1mg/mi), 3 Proteina
purificada (1mg/ml), 4 Proteina purificada (6 mg/ml). B: magnificacién digital de A para

obtener mejor resolucién entre las dos bandas.

141



Resultados

Al evaluar los datos del SDS-PAGE de la Figura 81 se calculd las masas

moleculares de las proteinas encontradas en la Figura 80 B carril 3.

De acuerdo a este grafico las bandas a y b del panel B de la Figura 80
corresponden a masas moleculares de 19,9 kDa en la banda a, que es
compatible con Alfa A cristalina e igual a 19,9 kDa y la banda b: 20,5 kDa es

compatible con Alfa B cristalina es equivalente a 20,1 KDa.

200

150 |
120+ e

=
o
o

85

70 |
60
50
40
30 |
25
20

157

Logaritmo kDa

10

T T T T T T

10 20 30 40 50 60 70 80
Mobilidad electroforética (mm)

Figura 81. Grafico de estimacion de masa molecular relativa segin movilidad

electroforética relativa en SDS-PAGE.
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Ill. 4. Alfa cristalina como chaperona molecular.

Alfa cristalina es una proteina que fue descrita como chaperona molecular en
ensayos “in vitro” de supresion de agregacion para beta y gamma cristalinas,
alcohol  deshidrogenada, fosfogluco-isomerasa,  glutation-S-transferasa,
enolasa, aldolasa, lactato deshidrogenasa, citrato sintetasa y anhidrasa
carbonica (Horwitz, 1992). Posteriormente se han adicionado a esta lista
multiples proteinas. Para comprobar la actividad de chaperona molecular
descrita para Alfa cristalina, se realizo un ensayo de agregacién de insulina al

reducir sus puentes distlfuro agregando 20 mM de DTT, a 37 ° C (Figura 82).

| =—0,1 mg insulina

0,1 mg insulina + 0,025 mg
alfa cristalina

w1 Mg insulina + 0,033 mg

: alfa cristalina
: il Lk

0 — |

0 400 800 1200 1600 2000 2400 |—0.1mginsulina+ 0,05 mg

alfa cristalina
Segundos

Figura 82. Agregacion de insulina reducida a 37° C en presencia y ausencia de Alfa

cristalina.

A tiempo 0 se adicioné a la solucion descrita en cada curva 20 mM de DTT. La

dispersién éptica fue medida a 360 nm con un paso optico de 1T mm.
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Este experimento demuestra que la Alfa cristalina purificada presenta la
actividad funcional descrita ampliamente en la literatura, lo que indirectamente
demuestra que el método de purificacion no esta modificando la estructura de la

proteina.

[11.5. Estudios espectroscépicos de Alfa cristalina humana.

Una proteina incluye una estructura tridimensional particular en el espacio. Esto
implica la existencia de una estructura definida que es estable en un medio en
particular como resultado de su contenido energético. Este hecho sumado a la
existencia de una gran diversidad de estructuras tridimensionales observadas
en la naturaleza, sugiere la idea de que existe una especie de propension
interna dada por la secuencia peptidica y sus interacciones tridimensionales.
Existe un consenso actualmente en torno a esta idea.

La propension interna de la proteina hacia una conformacion estable y mas
probable, puede ser explicada desde diferentes aproximaciones, ya sea
bioldgica, fisica o quimica. Probablemente, la herramienta mas sdlida para
entender el proceso de plegamiento proviene de la termodinamica. De esta
forma, es posible plantear que la secuencia definida de la proteina es la fuente
del camino termodinamico mas probable que sigue el proceso de plegamiento,

y la conformacion preferente final es el ensamble estructural mas estable y que
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probablemente posee el menor valor posible para la funcion de estado G
respecto del valor asociado al estado desnaturado. Esto sin duda tiene enormes
implicancias no solo desde un punto de vista fisicoquimico sino también
biologico, pues la funcion de las proteinas en cualquier organismo esta
directamente relacionada con su estructura, y cualquier error durante ese
proceso puede ocasionar perturbaciones en la estabilidad metabolica de una
célula por ejemplo y la seleccién natural prescindira de esta estructura. Todo
esto lleva consigo a la idea de que la forma mas apropiada de representar a

una proteina es precisamente en su estructura mas estable, el estado nativo.

D (desnaturado) — " N (nativo) Ecuacion 1

El equilibrio mostrado en la ecuacién 1 corresponde a la reaccion de
plegamiento de dos estados de una proteina, donde el estado nativo (N) es
termodinamicamente el mas estable, de alli que en el equilibro la poblacion de
proteina nativa sera mucho mayor que la desnaturada, en un medio apropiado
generalmente acuoso. Esta representacion quimica es la version mas
simplificada del proceso, y como tal constituye la excepcién en el plegamiento,
pues en general existe un gran nimero de caminos alternativos que agregan
complejidad a este proceso.

Asi mediante el estudio del mecanismo de desnaturacion de Alfa Cristalina se
propone las bases para comenzar a estudiar el mecanismo de la emisiéon de
fluorescencia intrinseca de esta proteina al ser excitada con 488 nm de longitud

de onda.
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Autofluorescencia de Alfa cristalina humana es dependiente de la

concentracion.

Se evaluo la emision de fluorescencia de Alfa cristalina humana purificada, al

excitar a 488 nm a distintas concentraciones. La concentracién varid entre 5 a

0,04 mg/ml (Figura 83).
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Figura 83. Efecto de la concentracion de Alfa cristalina en la emision de

autofluorescencia al estimular con 488 nm.

Alfa cristalina en solucién con amortiguador PBS, pH: 7,5, en bafio termo regulado a

25%G;
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Como muestra la figura 83, Alfa cristalina es capaz de generar
autofluorescencia al ser excitada a 488 nm, esta parece ser dependiente de la
concentracién. Concomitantemente se observa que la dispersion luminosa

también es dependiente de la concentracién (Figura 84).

Dispersion de luz de Alfa cristalina en agente desnaturante
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Figura 84. Dispersion de luz de Alfa cristalina humana a distinta concentracion.

Variacién de la dispersion de luz medida a 350 nm, en una solucién de PBS que
contenia Alfa cristalina en concentraciones entre 1-5 mg/ml, PH 7,5, a 25 ° C en bafio

termo regulado.

En la figura 85 se describe la variacion de la dispersion luminosa de una
soluciéon de Alfa cristalina en PBS, al utilizar un agente desnaturante como

Cloruro de Guanidinio (GdmCl).
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Dispersion de luz de Alfa aistalina en agente desnaturante
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Figura 85. Dispersion de luz de Alfa cristalina humana en presencia de agente

desnaturante en distintas concentraciones.

Variacién de la dispersion de luz medida a 350 nm, en una solucion de PBS que
contenia Alfa cristalina 1 mg/ml, en GdmCI en concentraciones entre 0-6 M, PH: 7,5, en

bafio termo regulado a 25 ° C.

Segun estos ultimos resultados la dispersion de luz de Alfa cristalina es
dependiente de la concentracién y de la estructura de esta proteina. En
concentraciones bajas del agente desnaturante, se observa un aumento de la
dispersién de luz en relacion al estado nativo.

En un alta concentracién de la proteina la dispersiéon luminosa es mayor al inicio
de la medicion y va disminuyendo hasta estabilizarse hacia el final de la

medicion.
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Estructura de Alfa cristalina y emisién de fluorescencia.

De acuerdo a los datos de la figura 80 Alfa cristalina autofluoresce al ser
excitada a 488 nm, para evaluar si la estructura de esta proteina tiene relacion
con esta observacién, desnaturamos la estructura de esta proteina con
diferentes concentraciones de agente desnaturante en una solucién de PBS y
registramos la emision de fluorescencia en las distintas condiciones.

En la figura 86 se observa el efecto de desnaturacién de Alfa cristalina sobre la

emision de fluorescencia.
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Figura 86. Efecto de la desnaturacion con GdmCl de Alfa cristalina

sobre la emision de fluorescencia con excitacion a 488 nm.

Alfa cristalina (1 mg/ml), en PBS, pH: 7,5, GdmCI en concentraciones entre 0-6 M en

bafio termo regulado a 25° C.
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Como se observa en la figura 86, la autofluorescencia de Alfa cristalina al
estimularla con luz azul en 488 nm depende del estado nativo. El grafico de la
Figura 86 muestra dos picos en el espectro de emision, estos se analizaron y se
detallé su comportamiento en presencia del agente desnaturante en las figuras

87 y 88 respectivamente.
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Figura 87. Primer pico de emision de Alfa cristalina desnaturada en GdmCl, excitacion

a 488 nm.

A. Emision de Alfa cristalina en GAmCI. B. Emisién de Alfa cristalina expresado como

fraccion del estado nativo. Solucion de Alfa cristalina (1mg/ml) en PBS, pH: 7,5. GdmCI

en concentraciones entre 0-6 M, en bafio termo regulado a 25° C.

En esta figura se observa un apagamiento y corrimiento hacia longitud de onda
roja del primer pico de emision y se encuentra que el 50 % de la proteina se

encuentra desnaturada en el rango de 2,13 M de GdmCI.
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Figura 88. Segundo pico de emision de Alfa cristalina desnaturada en GdmCl,

excitacion a 488 nm.

A. Emisién de Alfa cristalina en GdmCl. B. Emision de Alfa cristalina expresado como
fraccién del estado nativo. Solucion de Alfa cristalina (1mg/ml) en PBS, pH: 7,5. GdmClI

en concentraciones entre 0-6 M, en bario termo regulado a 25° C.

En esta figura se observa un apagamiento del segundo pico de emision, sin
observarse corrimiento hacia longitud de onda roja y se encuentra que el 50 %

de la proteina se encuentra desnaturada en el rango de 2,05 M de GdmCl.

En la figura 83 se relacion6 la autofluorescencia con la concentracion de la

proteina y se demostré que ella aumenta al aumentar la concentracion de la

misma.
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En la figura 84 se constata que el aumento en la concentracién de la proteina
trae consigo un aumento en la dispersion de luz y que a una concentracion fija
de la proteina es posible disminuir la dispersion de luz agregando agente

desnaturante (Figura 85).

De acuerdo a estos resultados Alfa cristalina en altas concentraciones puede
estar generando agregados, evaluados por el aumento de dispersién luminosa,
gue aumentan la autofluorescencia de esta proteina.

Se pudo apreciar como disminuye la emisién de autofluorescencia a medida
que se aumenta la concentracién del agente desnaturante. Probablemente los
agregados de la proteina se disocian induciendo una disminucién de la
dispersién de luz de excitacion (Figura 85). Asimismo el area del pico de

emision disminuye concomitantemente (Figura 86).

Para respaldar la idea de que la agregacion de Alfa cristalina favorece la
emision de autofluorescencia se evalué por microscopia de epifluorescencia,
agregados de Alfa cristalina en solucion (Figura 89). Para realizar este
experimento se centrifugd a 100.000 x g por 10 min, una solucion de 5 mg/ml de

Alfa cristalina en PBS y se observo el precipitado encontrado.
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Figura 89. Microscopia de epifluorescencia de emisién de autofluorescencia de

agregados de Alfa cristalina.

Alfa cristalina en solucion (5 mg/ml) en PBS, pH: 7,5. Excitacién a 470-490 nm, filtro

de emision abierto sobre 515 nm.

Esta figura demuestra la emision de autofluorescencia por parte del precipitado
de una solucion de Alfa cristalina. Este resultado plantea que la agregacion de

Alfa cristalina genera autofluorescencia.

Para conocer evaluar el cambio en la estructura de Alfa cristalina desnaturada,
se utilizd como sonda intrinseca los triptéfanos presentes (Alfa A posicion 9 y
Alfa B posicion 9 y 60). Se utilizo su fluorescencia para seguir la desnaturacion
de la proteina y se evaluo el cambio en la estructura secundaria bajo accién de
dos agentes desnaturantes (GdmCl y urea) mediante dicroismo circular.
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Fluorescencia intrinseca de triptéfanos de Alfa cristalina.

En las Figuras 90 se muestran la desnaturacion de Alfa Cristalina evaluada por
el apagamiento de los triptéfanos de Alfa Cristalina (1 Alfa A y 2 Alfa B) excitada

a 295 nm.

Se observa que Alfa cristalina en estado nativo muestra un maximo de emisién
de fluorescencia alrededor de 340 nm al agregar el agente caotropico se
observa un corrimiento hacia el rojo y un apagamiento tipico de la

desnaturacién de proteinas.

Asi para GdmCI la concentracion en donde se pierde el 50 % de la
fluorescencia es cercana a 3 M. Este resultado es concordante con lo descrito
en la literatura para esta proteina de estrés térmico en donde se destaca su

resistencia estructural a los agentes fisicos y quimicos (Andley, 2009).
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Figura ©90. Efecto de la desnaturacion con GdmCl de Alfa cristalina

sobre la emision de fluorescencia de triptéfanos.

A. Emision de fluorescencia de Alfa cristalina excitada a 295 nm en funcion de la
concentracién de GdmCl. B. Emisién de Alfa cristalina expresada como fraccién del
estado nativo. Alfa cristalina (0,3 mg/ml), en PBS, pH: 7,5, GdmCI en concentraciones

entre 0-6 M en bafo termo regulado a 25° C.

Dicroismo circular de Alfa cristalina.

Para determinar el cambio en la estructura secundaria de la Alfa cristalina
humana inducida por el aumento de la concentracion de GdmCl se registraron
sus espectros de dicroismo circular, midiendo en el ultravioleta lejano la
absorcion de luz circularmente polarizada. Se considerd confiable la medicion
hasta 215 nm considerando el posible artefacto experimental dado por el efecto

de absorcion de CI” (Figura 91).
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Figura 91. Efecto de la concentracién de GdmCI sobre la estructura secundaria de Alfa

cristalina humana.

A. Dicroismo circular de Alfa cristalina a diferentes concentraciones de GdmCl. B.
Dicroismo circular de Alfa cristalina expresado como fraccion del estado nativo. Alfa

cristalina (0,3 mg/ml), en PBS, pH: 7,5, GAmCI en concentraciones entre 0y 6 M.

Para determinar el contenido de estructura secundaria, se midi6 la elipticidad
molar a 220 nm a diferentes concentraciones de GdmCl para construir la curva
de desnaturacién de Alfa cristalina. Cada punto se normalizé respecto a la
maxima elipticidad experimental.

La figura 91 B muestra que el 50 % de estructura se pierde alrededor de la

concentracion de 2,31 M de GdmCIL.
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Para corroborar el efecto desnaturante sin la presencia de CI y asi poder medir
gue ocurre con el cambio de estructura Beta se ensayd en experimentos
similares la desnaturacion de Alfa cristalina con urea. La figura 92 muestra un
cambio de estructura helicoidal a hoja beta que es claro a 3,5 M de urea. Este
resultado permite explicar porque la desnaturaciéon medida a 220 nm muestra
un valor de [GdmCI] 595, menor que el obtenido por fluorescencia. Si hay un
cambio de estructura secundaria helicoidal a hoja beta se producira una
disminucion a 220 nm que no equivale a una pérdida total de estructura
secundaria, por esto es necesario una mayor concentracién de GdmCI para
eliminar la estructura beta responsable de un porcentaje de la fluorescencia de

los triptéfanos.
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Figura 92. Efecto de la concentracion de urea sobre la estructura secundaria de Alfa

cristalina humana.

Dicroismo circular de Alfa cristalina a diferentes concentraciones de urea (0 a 7 M).

Alfa cristalina (0,3 mg/ml) en PBS, pH, 7,5.
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En la figura 93 se observan las curvas de desnaturacion de Alfa cristalina con

urea seguida por la fluorescencia intrinseca de triptéfanos y por dicroismo

circular.

La pérdida de la emision del 50 % de fluorescencia de triptofanos se produce a

4.2 M de urea y la disminucién al 50 % de la estructura secundaria en 3,9 M

para la Alfa cristalina humana (Figura 93).
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Figura 93. Desnaturacién de Alfa cristalina humana con urea seguida por

fluorescencia de triptéfanos y por dicroismo circular.

A. Emisién de fluorescencia de Alfa cristalina al excitar a 295 nm expresado como

fraccion del estado nativo a diferentes concentraciones de urea (0 a 7 M). B. Elipticidad

de Alfa cristalina expresado como fraccion del estado nativo. Alfa cristalina (0,3 mg/ml),

en PBS, pH, 7,5.
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III. 6. Estado de agregacién y autofluorescencia de Alfa cristalina.

Estados de agregacion de Alfa cristalina a altas concentraciones.

Con el objeto de analizar los estados de agregacion de la proteina Alfa cristalina
purificada a 1 mg/ml y relacionarlos con la emision de fluorescencia, se diseino
un experimento en que se separaron las especies de Alfa cristalina por
ultracentrifugacion en gradientes discontinuos de sacarosa entre 03Maz20M,
preparando cada gradiente con concentraciones crecientes del agente
desnaturante GdmCl entre 0 a 6 M, en pasos de 0,5 M.

Se realizaron 13 gradientes y cada gradiente se separ en 16 fracciones y el
contenido de Alfa cristalina en cada fraccién se determiné mediante “dot blot”.
La presencia de Alfa cristalina se detecté por “inmuno dot blot”, utilizando un
anticuerpo monoclonal primario anti Alfa cristalina y un anticuerpo secundario

fluorescente, cada muestra se repitio tres veces (Figura 94).
Un ejemplo del inmuno dot blot se muestra en la figura 94, Donde se considera

la relacién de la intensidad en pixeles de la fluorescencia obtenida menos la de

su fondo circundante respectivo.

159



Resultados

Figura 94. Inmuno dot blot de dot blot de las fracciones de los gradientes de sacarosa.

Se observa fluorescencia en las  fracciones que  contienen

Alfa cristalina revelada con un anticuerpo secundario fluorescente.

En la figura 94 se observa la presencia de Alfa cristalina por la emisién de
fluorescencia del anticuerpo secundario. De izquierda a la derecha se midieron
las fracciones provenientes desde arriba hacia abajo del tubo. Un tubo
corresponde a 16 fracciones o puntos en el dot blot. Siguiendo la misma
secuencia, con un espacio vacio entre cada tubo, se analizaron 6 tubos por
membrana. Como el experimento se hizo por triplicado se analizaron 9
membranas. Para sistematizar las mediciones se utiliz6 un método automatico
mediante el uso de herramientas de procesamiento de imagen. Las muestras se

analizaron mediante “Image J usando Dot Blot Analyzer (Macro)” (Figura 95).
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Figura 95. Diagrama de trabajo en dot blot Analyzer de Image J.

Los puntos estudiados, que corresponden a cada fraccién obtenida de cada
gradiente de sacarosa en diferentes concentraciones del agente desnaturante,
se corrigieron de acuerdo a su fondo de imagen y se expresaron COmMo

porcentaje segun la intensidad maxima del “inmuno dot blot”.

Los resultados se graficaron como el porcentaje de fluorescencia maxima de

cada fraccion para cada gradiente de sacarosa, en concentraciones crecientes

de agente desnaturante (Figura 96).
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Figura 96. Distribucién de Alfa cristalina en las fracciones de los gradientes

discontinuos de sacarosa con GdmCl.

La presencia de Alfa cristalina esta expresada como emision de fluorescencia de las
fracciones (16) de trece gradientes de sacarosa discontinuos en concentraciones

progresivas de agente desnaturante.
En la figura 96 se observa que a medida que aumenta la concentracion del
agente desnaturante sobre 3,5 M de GdmClI las poblaciones de Alfa cristalina

obtenidas disminuyen.
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Autofluorescencia de los estados de agregacién de Alfa cristalina a altas
concentraciones.

Para relacionar el estado de agregacion con la emisién de autofluorescencia de
Alfa cristalina, se grafic6 su autofluorescencia en cada fraccidon de los
gradientes desnaturantes de acuerdo a su maximo de emision al excitar a 488

nm (Figura 97).
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Figura 97. Autofluorescencia de Alfa cristalina presente en las fracciones obtenidas de
los gradientes de sacarosa discontinuos con un aumento progresivo de la

concentracién de agente desnaturante excitada a 488 nm.

Curva azul: resultados de Figura 96, curva rosada: primer maximo de emision
de autofluorescencia, curva verde: segundo maximo de emision de

autofluorescencia.

En la figura 97 se observa que existe una relacion directa entre la presencia de
los estados de agregacion y la autofluorescencia de Alfa cristalina. Cabe
destacar que, a mayor disociacion de Alfa cristalina menor es su

autofluorescencia.
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l11.7. Estructura de Alfa cristalina.

Con la intencion de conocer la estructura tridimensional de Alfa cristalina a 1
mg/ml, se utiliz6 microscopia electrénica de transmision de muestras de Alfa

cristalina humana tefidas con acetato de uranilo (tincién negativa) (Figura 98).

Figura 98. Microscopia electronica de transmision de Alfa cristalina humana (1mg/ml).

Evaluada por tincién negativa (120.000 X).

En la figura 98 se observan estructuras de aspecto esférico de tamarios

diversos. Con un diametro aproximado entre 17 a 35 nm.
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E. Discusion.

El decaimiento y pérdida del epitelio pigmentario retinal (RPE) presente en la
retina es la causa de la degeneracién macular asociada a la edad (AMD),
proceso principal que lleva a la ceguera no tratable en el mundo desarrollado.
Por tal motivo determinar los factores responsables del deterioro de la funcién y
finalmente la pérdida del RPE, permitira encontrar nuevas estrategias para el
manejo de esta enfermedad. En esta tesis se investigd el fenémeno de la

autofluorescencia del RPE.

El RPE de la retina humana presenta autofluorescencia al ser estimulado con
luz azul, proveniente de las fuentes de iluminacion laser de los equipos de
oftalmoscopia laser confocal (CSLO). Nuestros resultados demuestran que la
fluorescencia del RPE proviene de los granulos de lipofucsina presentes en su
interior, lo que es concordante con los trabajos de investigacion publicados
(Delori et al., 1995; Jung et al., 2010). Se sabe que las lipofucsinas
corresponden a cuerpos lisosomales con actividad proteolitica que almacenan
proteinas no degradables por el sistema enzimatico lisosomal. De tal manera
que una acumulacién y aumento en el tamafio de estos cuerpos de almacenaje,
a medida que ocurre el envejecimiento, puede ser considerado como un factor

determinante en la AMD del RPE del ojo humano. Asi, un aumento de la
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autofluorescencia del RPE parece estar directamente relacionada con el
envejecimiento y estrés de la célula del RPE.

Los trabajos de los que tenemos conocimiento, han establecido que la auto
fluorescencia de la lipofucsina del RPE proviene de derivados de la molécula
del retinal presente en el proceso de fototransduccion, resultante de la
interaccion entre el segmento externo del fotorreceptor (ROS) y el RPE. Esta
conclusion es facil de entender pues la molécula de retinal oxidada emite
fluorescencia, sin embrago, las caracteristicas espectrales de Ia
autofluorescencia de la lipofucsina no coinciden plenamente con las del retinal

oxidado.

Esto plantea un nuevo desafio que ha sido el motivo de investigacion de esta
tesis. Nuestros resultados proponen un origen alternativo de esta
autofluorescencia, responsabilizando a la agregacién de una pequefa proteina
de estrés térmico como parte de este fenémeno. Para discutir los resultados
dividiremos la discusion en tres capitulos que mostraran en forma secuencial el
origen de la autofluorescencia a través del analisis morfologico de los granulos
de lipofucsina, de sus constituyentes proteicos y como las propiedades de estos

pueden dar origen a la autofluorescencia.
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Resultados capitulo |. Microscopia del epitelio pigmentario retinal.

En este capitulo se discutiran los resultados que relacionan la edad de los
tejidos examinados con la sefial de autofluorescencia. Asi, a mayor edad mayor
es la senal de autofluorescencia, tanto para humanos como para Ocfodon
degus. Esta observacién parece tener su fundamento en el tamafio de los
granulos de lipofucsina los que son mas grandes al analizar los tejidos de

mayor edad, como se resume en las figuras 99,101 y 103.
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Figura 99. Distribucion del tamano de granulos de lipofucsina de RPE humano de

muestra de individuo de 42 afios de edad.

El niumero de granulos de lipofucsina promedio por célula corresponde a 23.
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Figura 100. Distribucién del tamafio de nucleos de células de RPE humano de muestra

de individuo de 42 afos de edad.

El tamafio nuclear promedio corresponde a 7,01 um.
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Figura 101. Distribuciéon del tamario de granulos de lipofucsina de RPE humano de

muestra de individuo de 72 afos de edad.

El nimero de granulos de lipofucsina promedio por célula corresponde a 60.
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Figura 102. Distribucion del tamafio de nucleos de células de RPE humano de muestra

de individuo de 72 afios de edad.

El tamafio nuclear promedio corresponde a 5,72 ym.
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Figura 103. Distribucién del nimero de granulos de lipofucsina por célula de RPE

humano segun la edad.

Barras negras: individuo de 42 afios. Barras rojas: individuo de 72 afios. Numero de

células analizadas en cada grupo corresponde a 21.
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Como se observa en las figuras 100 y 102 el tamafio nuclear observado parece
reducirse con el paso del tiempo.

Otro de los factores que tiene relacién con la autofluorescencia es la oxidacion
del retinal que generan derivados fluorescentes que provienen de la foto
transduccién podrian ser responsable de la autofluorescencia debido a que el
medio circundante en el granulo de lipofucsina podria cambiar las propiedades
espectrales de este. Sin embargo, esta posibilidad se descarta debido a los
resultados encontrados en la linea celular ARPE-19 que genera granulos
autofluorescentes y carece de ROS y su molécula de retinal oxidado. Por lo
tanto no existe el proceso de foto transduccion que origina los fluoréforos
derivados del retinal (A2E, A2E-dimero, etc.). De este modo el origen de la
autofluorescencia no se ha dilucidado por completo.

La otra arista para resolver este problema es que no se conocen todos los
componentes de la lipofucsina, pues este tema ha sido materia de controversia.
Actualmente se sabe que hay moléculas altamente oxidadas como lipidos,
hidratos de carbono y proteinas, que también se encuentran covalentemente
modificadas e incluso con metales.

De acuerdo a lo publicado los granulos de lipofucsina generan
autofluorescencia desde edad temprana (18 afios) y la poblacion de granos es
heterogénea. Nuestros resultados confirman estos hechos y agregan
informacién relevante respecto al tamafio y namero de los granulos de

lipofucsina en relaciéon a la edad del ojo estudiado. Debemos destacar que por
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La proteina Alfa cristalina ha sido reportada como chaperona molecular
inespecifica de varias proteinas “in vitro”. Se sabe que las chaperonas
aumentan su contenido cuando las células son sometidas a estrés. Este es el
caso de la Alfa cristalina cuando se aumenta su expresion en células del RPE
sometidas a estrés que se encuentran aisladas en cultivo o “in vivo” en modelos
murinos. Hasta la fecha no se ha identificado directamente a Alfa cristalina
como parte de las vias de regulacion de autofagia, pero se ha encontrado que
otras pequefnas proteinas, que actuarian como co-chaperonas de estrés
térmico, participan en esta via de restauracion intracelular.

Si las proteinas de los granulos de lipofucsina son productos del mal
funcionamiento del sistema de chaperonas o del sistema de degradacion resulta
interesante identificarlas, pues al identificarlas se tendra un panorama mas claro
del origen de la autofluorescencia. Asi, en los Gltimos afios con el uso de
técnicas de deteccion mas sensibles como la espectrometria de masas, ha sido
posible detectar las proteinas presentes en la lipofucsina a pesar de las
dificultades metodolégicas que implica trabajar con este tipo de proteinas
agregadas que dan origen a los granulos. Un hecho notable es que estos
granulos contienen Alfa cristalina que es una chaperona molecular. Esto no
llama la atencién pues las células del RPE son glias naturales de los
fotorreceptores y debido al estrés oxidativo al que estan sometidas,

probablemente generan un aumento de las chaperonas moleculares presentes
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en el ojo, tal como lo demostraron los primeros estudios en tejidos afectados
por degeneracion macular relacionada a la edad.
Para establecer una relacion directa entre la autofluorescencia y la presencia de

Alfa cristalina se caracterizaron las propiedades fluorescentes de esta proteina

“in vitro”.
Resultados capitulo Ill.  Alfa cristalina como proteina
autofluorescente.

La emision de autofluorescencia en cristalinos de Ocfodon degus y humano
puede explicarse por la emisiéon de fluorescencia de Alfa cristalina, pues se
conocen proteinas fluorescentes que carecen de un fluordforo adicional. Esta
hipétesis se condice con el alto contenido de Alfa cristalina en el cristalino que
presenta propiedades de auto fluorescencia, como se demostré al comienzo del
Capitulo I, (figura 75). Por esta razdén se propuso demostrar que la proteina
Alfa cristalina es corresponsable de la emision de autofluorescencia de
lipofucsina.

Por tal motivo se purificé Alfa cristalina humana, a partir de cristalinos y se
observé que al excitar con luz azul autofluorece. Su funcion como chaperona
molecular “in vitro” se mantuvo intacta, lo que demuestra que no hubo alteracion

de la estructura de Alfa cristalina. Mas aun, la autofluorescencia de Alfa
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cristalina resulto ser dependiente de la concentracion y del estado de
agregacion, como se demostré mediante el uso de agentes desnaturantes. Un
hecho relevante es la resistencia de esta proteina a los agentes quimicos
desnaturantes, como confirmamos en este trabajo. Esta propiedad le confiere
un rol protector como proteina de estrés celular. Estos resultados en su
conjunto sugieren que la autofiuorescencia de los granulos de lipofucsina
proviene del reclutamiento y agregacion de Alfa cristalina en el interior. Sin
embargo, no nos permite deducir cual es el mecanismo para generar la

autofluorescencia.

Al relacionar el estado de agregacién con la autofluorescencia de Alfa cristalina
“in vitro” se puede deducir que hay una relacion directa entre ambas (Figuras
86, 96 y 97). Por esta razén, podemos especular que este estado de agregacion
de Alfa cristalina es corresponsable de la autofluorescencia de los granulos de
lipofucsina. La lipofucsina como agregado impide la exposicion al solvente de
las proteinas que se ubican en el interior con el consecuente aumento del
rendimiento cuantico, pues la autofluorescencia producto de la excitacién a 488
nm no es apagada por acrilamida a diferencia de la fluorescencia cuando se
excita a 364 y 400, que puede corresponder a otro tipo de fluordforos
(resultados no mostrados).

Es interesante analizar el apagamiento de la fluorescencia cuando se excita a

364 y 400 nm pues la molécula de retinal tiene un perfil de absorcién en el
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rango de los 400 — 440 nm. Esto muestra probablemente la heterogeneidad en
la distribucion de retinal tanto en sus derivados y su localizacion que en alguin

grado se encuentra expuesto al solvente.

Considerando los antecedentes expuestos se propone un modelo para explicar
la autofluorescencia de lipofucsina considerando la emisién de fluorescencia de

Alfa cristalina purificada.

cristalina

213M

GdmCl

Otros ROS-Retinal e isoformas (A2E, Iso- A2E, A2-PE)
componentes E%gs%
: B ;

Lipofuscina

llustracién 2. Modelo de autofluorescencia de Alfa cristalina y su relacién con la

autofluorescencia de lipofucsina.

Circulos verdes y celestes corresponden a oliggmeros de Alfa A y B cristalinas
respectivamente. Otros componentes (proteinas, lipidos e hidratos de carbono,
metales oxidados y modificados). ROS: segmentos externos de fotorreceptores

que contienen retinal y su isoformas.
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Segun este modelo el estado agregado de Alfa cristalina en los granulos de
lipofucsina contribuye directamente a la emision de fluorescencia cuando se
excita a 488 nm. Esto no descarta que algunas isoformas derivadas de retinal
puedan también contribuir a la autofluorescencia cuando se excita a esta
longitud de onda. Lo que si es claro, es la no contribucién de los agregados de
Alfa cristalina a la emision de fluorescencia de los granos de lipofucsina cuando
se excita a 364 y 400 nm. La emision producto de esta excitacion puede ser

consecuencia de la presencia de derivados de retinal u otros fluoréforos

Los resultados que se muestran en las figuras 99, 101 y 103 del capitulo | de la
discusion, apoyan el modelo, pues el aumento de la autofluorescencia cuando
se excita a 488 nm esta directamente relacionado con el tamafio y el aumento
del nimero de los granulos de lipofucsina, los cuales debieran tener un mayor
contenido de Alfa cristalina. ;Como se explica este proceso?, la respuesta se
encuentra en los procesos celulares que se afectan con la edad. Asi, la
fotoxidacién y oxidacion mitocondrial a la que esta continuamente expuesta las
células del RPE durante el proceso de envejecimiento, mantienen en un estrés
oxidativo permanente a este tejido. De tal manera que el RPE al encontrarse en
condiciones de estrés aumenta la produccién de la chaperona molecular Alfa
cristalina, que se dirige a los lisosomas secundarios del RPE (lipofucsina). Una

forma de explicar este fenémeno es el uso de la via de autofagia de proteinas
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mediadas por proteinas pequefias de estrés térmico (sHsp27), vinculadas a los
lisosomas secundarios en otras células (Kaarniranta et al., 2009; Ryhanen et
al., 2009: Janen et al., 2010). Esto proporciona los componentes lipoproteicos,
glicoproteicos y cofactores (metales, retinal y derivados) para formar los
granulos de lipofucsina.

Un hecho relevante para el seguimiento de la pérdida del epitelio pigmentario
asociada a la degeneracién macular asociada a la edad, es la autofluorescencia
de Alfa cristalina al aumentar su concentracion, pues podria permitir la
identificacion de aquellas células que estan mas dafiadas, sirviendo
indirectamente como marcador de estrés celular. Al identificar las células
dariadas se puede planificar con antelacion, antes que muera el fotorreceptor, el

recambio de ellas, con el consiguiente beneficio visual para la retina envejecida.
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F. Conclusiones.

La autofluorescencia del epitelio pigmentario retinal proviene de los granulos

intracelulares de lipofucsina.
Alfa cristalina presenta autofluorescencia al excitarse a 488 nm que depende
del estado de oligomerizacién de la proteina y puede ser responsable de la

autofluorescencia de los granulos de lipofucsina.

La autofluorescencia seria una consecuencia normal de la acumulacién de Alfa

cristalina al actuar como chaperona molecular.

La Alfa cristalina presente en la lipofucsina es un marcador de estrés celular y

permitiria sefalizar células en proceso de degradacion.
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