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RESUMEN:

El estrés oxidativo se asocia con diversas enfermedades oculares y sistémicas y con el
proceso de envejecimiento. Muchos estudios relacionan la hipertensién arterial (HTA) con una
variacion del estado oxidativo, y cdmo este hecho puede favorecer la aparicién de diferentes
patologias en diversos érganos. Ademas, estudios epidemioldgicos recientes apuntan que la
HTA podria ser la responsable del desarrollo de cataratas, y de la aparicion de muchos otros
desérdenes oculares, entre ellos, la retinopatia hipertensiva, coroidopatias o el glaucoma. Sin
embargo, se conoce poco sobre los mecanismos precisos implicados en el efecto nocivo de la

HTA sobre el sistema visual.

El objetivo de este trabajo es relacionar el papel del estrés oxidativo en las enfermedades
oculares asociadas a la HTA mediante el estudio de la actividad y expresién de la enzima
NADPH oxidasa (principal enzima relacionada con el aumento de estrés oxidativo en la HTA
mediante la produccion de anién superdxido). Dicho estudio se ha llevado a cabo en globos
oculares utilizando un modelo animal de hipertensidn inducida con Nw-nitro-L-arginina metil

éster (L-NAME).

En nuestro trabajo hemos observado un aumento en la actividad NADPH oxidasa y un
incremento en la expresion proteica de sus isoformas, asi como de la isoforma endotelial de la
enzima éxido nitrico sintasa (eNOS), por lo que podemos concluir que la HTA produce un
aumento del estrés oxidativo local en el globo ocular que podria ser relevante en la

fisiopatologia de ciertas enfermedades oculares.

Palabras Claves: Estrés oxidativo, hipertension arterial, L-NAME, NADPH oxidasa, ojos.
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ABREVIATURAS

e -0, : Anidn radical superdxido.
-OH: Radical hidroxilo.
e DMAE: Degeneracidon Macular Asociada a la Edad.

e eNOS: Isoforma endotelial de la enzima 6xido nitrico sintasa.
e GAPDH: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.

e H,0,: Peréxido de hidrégeno.

e HTA: Hipertensidn arterial.

e L-NAME: Nw-nitro-L-arginina metil éster.

e MT: Malla trabecular.

e NADPH: B-nicotinamida adenina dinucleétido 2’-fosfato reducido.
e NO: Oxido nitrico.

e NOS: Oxido nitrico sintasa.

e NOX: Isoformas de la enzima NADPH oxidasa.

e OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

e ONOO': Anidn peroxinitrito.

e PA: Presion arterial.

e PBS: Tampdn fosfato salino.

e POAG: Glaucoma de angulo abierto.

e ROS: Especies reactivas de oxigeno.

e SDS: Dodecilsulfato sédico.

e URL: Unidades relativas de luz.
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INTRODUCCION

El estrés oxidativo desempefia un importante papel en el desarrollo de varias
enfermedades oculares y sistémicas, asi como en el proceso de envejecimiento; puede
definirse como un desbalance entre las sustancias oxidantes (radicales libres) y antioxidantes
del organismo a favor de las primeras, que conduce a la produccion de dafio tisular (Jensen,

2003).

Los radicales libres son moléculas que tienen un nimero impar de electrones y, por lo tanto,
son sustancias muy inestables y reactivas con otras moléculas, de las cuales tratan de capturar
un electrén para ganar estabilidad (Oduntan y Mashige, 2011). Cuando estas moléculas
pierden su electrdn, se convierten a su vez en radicales libres, produciéndose una cadena de
reacciones que pueden ser nocivas para diferentes componentes celulares y que activan vias
de sefalizacion que influyen en numerosos procesos celulares, muchos de ellos ligados al

desarrollo de enfermedades relacionadas con la edad.

Los radicales libres incluyen las denominadas especies reactivas de oxigeno (ROS), que
engloban una gran variedad de especies quimicas como el anidn superdxido (-O,), el radical
hidroxilo (-:OH) y el perdxido de hidrogeno (H,0,). Una gran parte de estas ROS se originan
como productos del metabolismo anaerdbico de la mitocondria, en componentes endégenos
de ésta como son los peroxisomas mitocondriales, las lipooxigenasas y la NADPH oxidasa
(Jensen, 2003). Ademads, existen fuentes exdgenas de ROS entre las que se incluyen la luz
ultravioleta, la radiacidon ionizante, quimioterapéuticos, toxinas ambientales, citoquinas
inflamatorias y factores de crecimiento (Finkel y Holbrook, 2000; Wickens, 2001; Jensen, 2003;

Saleh y cols., 2010).

El estrés oxidativo causado por los radicales libre puede danar lipidos, proteinas, enzimas,
carbohidratos y acidos nucleicos induciendo la muerte celular por fragmentacion de acidos
nucleicos y peroxidacion de lipidos, lo que desencadena numerosas patologias como
enfermedades cardiovasculares, cancer, desérdenes neurodegenerativos, diabetes o procesos
autoinmunes (Feldmen, 2003; Brownlee, 2005; Ratnam y cols., 2006; Kowluru y Kanwar, 2009)

(Figura 1).
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Figura 1. Enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo. Relacién del estrés oxidativo en diferentes
enfermedades organizadas segun el érgano al que afectan.

1.1 ESTRES OXIDATIVO Y ENFERMEDADES OCULARES
El ojo es el Unico érgano que se encuentra relativamente desprotegido y en constante

exposicién a la radiacion, al oxigeno atmosférico, a los quimicos medioambientales y a la
abrasion fisica. Ademds, es un érgano con una gran actividad metabdlica relacionada con la
recepcién y absorcion de luz, por lo que los procesos foto-oxidativos son cruciales en el

desarrollo de patologia ocular.

Estos factores contribuyen a la generacién de ROS y por tanto a un aumento del estrés
oxidativo. En relacion a esto, se ha demostrado que el estrés oxidativo estd implicado en la
patogénesis de muchos trastornos oculares, incluyendo patologias corneales (ojo seco,
conjuntivocalasia, queratocono, etc), cataratas, degeneracion macular, retinopatia diabética,
uveitis y retinitis pigmentaria, entre otros (Oduntan y Mashige, 2011). Los problemas oculares

de mayor prevalencia relacionados con el estrés oxidativo son los siguientes:

o Patologias de la superficie corneal: La exposicién intensa a la luz, la actividad metabdlica y

la alta tensidon de oxigeno hacen que las células corneales sean vulnerables al dafio
producido por el estrés oxidativo, de modo que el aumento de ROS juega un importante
papel en la propagacién del dafio celular que resulta en desérdenes de la superficie anterior
del ojo, como son el ojo seco, la conjuntivocalasia, el dafio del epitelio ocular inducido por
tabaco o el dafio inducido por radiacidn ultravioleta (Dogru y cols., 2009). Ademas, el estrés

oxidativo esta implicado en la patogénesis de enfermedades de la superficie corneal
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relacionadas con procesos inflamatorios, metabdlicos, degenerativos o de causas

iatrogénicas (Shoham y cols, 2008).

Cataratas: La opacificacion del cristalino se considera la principal causa de ceguera en el
mundo, representando casi la mitad de los casos de ceguera segun la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) (Kaur y cols., 2017). El cristalino, debido a su elevada actividad
metabdlica y capacidad de filtracién de la luz, es quizas uno de los tejidos con mayor estrés
oxidativo en el cuerpo. Las proteinas del cristalino presentan grupos tioles que son
rapidamente oxidados a puentes disulfuro (Lou, 2000) que unen a las proteinas formando
un aglomerado que produce opacidad y favoreciendo con ello la formacién de la catarata.
Esta oxidacion del cristalino estda mediada por procesos relacionados con la exposicién a la

luz ultravioleta, la peroxidacién lipidica y la carencia de antioxidantes obtenidos en la dieta.

Glaucoma: En los ultimos afios han aumentado las evidencias que sugieren que las ROS
juegan un papel clave en la patogénesis del glaucoma de angulo abierto (primary open-
angle glaucoma, POAG) (lzzotti y cols., 2006). Asi, se ha observado un incremento
significativo en el dafio oxidativo producido en el ADN de la malla trabecular (MT) de
pacientes glaucomatosos en comparacién con pacientes controles. Este dafio no solamente
se ha encontrado a nivel de la MT, sino también alrededor de la cabeza del nervio dptico, y
se ha observado como modifica la composicidn del humor vitreo y humor acuoso pudiendo
producir la alteracién en la MT (Sacca y lzzotti, 2008). También se ha observado un
incremento de la expresion y actividad enzimatica de la enzima éxido nitrico sintasa (NOS,
enzima implicada en la sintesis de dxido nitrico, NO) y de nitrotirosina (marcador del estrés
oxidativo) en la MT de pacientes con POAG, con una relacidon directamente proporcional a

los defectos en el campo visual (Fernandez-Durango y cols., 2008).

Degeneracion macular_asociada a la_edad (DMAE): La DMAE es la principal causa de

ceguera en los paises desarrollados de acuerdo con la OMS (Resnikoff y cols., 2004). La
etiologia de esta enfermedad es multifactorial, y entre los factores de riesgo bien
reconocidos se encuentran la edad (>60 afios), genética, tabaco, baja concentracion de
agentes antioxidantes en plasma, hipertensidén e hipercolesterolemia (Carneiro y Andrade,
2017). Estos factores producen una atrofia progresiva del epitelio pigmentario afectando a
la nutricion macular como consecuencia de la alteracidn del sistema antioxidante interno
de la retina, lo cual conduce a la muerte de los fotorreceptores y causa una ceguera

progresiva.



TFG| Alvaro Santana Garrido

1.2 LA HIPERTENSION ARTERIAL EN LA PATOLOGIA OCULAR

La hipertensién arterial (HTA) se considera el factor de riesgo cardiovascular mas
importante actualmente. Segun las Ultimas directrices de las Sociedades Europeas de
Hipertension y Cardiologia, la HTA se establece cuando la presién arterial sistélica es mayor o
igual a 140 mmHg y/o el valor de la presion arterial diastdlica es mayor o igual de 90 mmHg
(Mancia y cols., 2013). El estrés oxidativo ha ganado protagonismo como uno de los
mecanismos principales responsables en el desarrollo de la HTA, ya que las ROS tienen un
importante papel en la homeostasis de la pared vascular, pudiendo contribuir en el mecanismo
de la hipertension (Fraser-Bell y cols., 2017). A consecuencia de estas modificaciones en la
pared vascular, se desencadenan una serie de cambios en la organizacion de los vasos que
conducen a muchas patologias vasculares. El sistema visual, dada su alta vascularizacién a nivel
de la coroides y de la retina, podria ser uno de los sistemas del organismo mds expuesto a las

consecuencias de las alteraciones vasculares producidas por la hipertension sistémica.

Por tanto, a nivel ocular, la HTA es la causante de desencadenar una serie de alteraciones que
afectan especialmente a la retina, a la coroides y al nervio dptico, por ser las zonas de mayor
irrigacion vascular. Aunque la retinopatia hipertensiva es la manifestacion mas comun a nivel
del sistema ocular, debido a que la retina es la zona mads irrigada del globo ocular, la elevada
presion arterial también puede provocar fibrosis y necrosis de la propia coroides (Fernando,
2013). Esta afectacion en la coroides impide la perfusién por los capilares coroideos,
desencadenando una isquemia en los lugares que irriga la coroides, entre ellos, el nervio
optico (Konstantinidis y Guex-Crosier, 2016). Ademas pueden aparecer otros problemas
relacionados con la hipertension, como son las oclusiones venosas y/o arteriales, y los
macroaneurismas arteriales a nivel de la retina (Fraser-Bell y cols., 2017) y otras patologias
oculares como el glaucoma (Langman y cols., 2005) o la DMAE (Miyazaki y cols., 2003), que
pueden ocasionar pérdida de vision. Otros estudios epidemiolégicos sugieren también la

responsabilidad de la HTA en el desarrollo de cataratas (Yu y cols., 2014) (Figura 2).

Figura 2. Ejemplos de enfermedades oculares relacionadas con la hipertension arterial. Cataratas, retinopatia
hipertensiva y macroaneurisma retiniano en la arcada temporal superior, respectivamente.

10
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A pesar de los trabajos que indican el efecto nocivo de la HTA sobre la estructura y funcion
ocular, se conoce poco sobre los mecanismos implicados en estos desérdenes. Trabajos muy
recientes indican que el estrés oxidativo forma parte de la patogénesis involucrada en la
formacion de las cataratas como consecuencia de la HTA; asi, se han observado modificaciones
en el sistema enzimdtico antioxidante del cristalino en la HTA (Khan y cols., 2016; Singh y cols.,
2016). Por otro lado, numerosos estudios han confirmado la importancia de la enzima NADPH
oxidasa, principal productora del anién superdxido, en el desarrollo del estrés oxidativo

asociado a la HTA (Montezano y Touyz, 2012; Zambrano y cols., 2013).

Asi pues, el estudio del estado oxidativo producido por la HTA podria ser clave para conocer el

mecanismo por el cual se producen estas enfermedades oculares.

OBJETIVOS DEL TFG

Debido a lo expuesto anteriormente sobre la importancia del estrés oxidativo y la HTA en la
etiologia y fisiopatologia de diferentes enfermedades oculares, el objetivo de este TFG
experimental es analizar el papel de la enzima NADPH oxidasa en el estrés oxidativo
desarrollado en el globo ocular tras la HTA. Para ello, utilizamos ratas con HTA inducida
mediante la administracién de la Nw-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, sustancia inhibidora
de la sintesis de NO) junto con ratas no tratadas que nos serviran de controles del estudio. En
ambos grupos de estudio analizaremos la actividad de la enzima NADPH oxidasa y la expresion
proteica de las diferentes isoformas de la NADPH oxidasa en el globo ocular. También
mediremos la expresién de la isoforma endotelial de la enzima 6xido nitrico sintasa (eNOS)
para profundizar en los mecanismos involucrados en el desarrollo del estrés oxidativo ocular

en la HTA.

METODOLOGIA

1.1 ANIMALES Y TRATAMIENTO

Para la realizacion de este trabajo hemos utilizado ratas macho de entre 10 y 12 semanas
de edad, pertenecientes a la cepa Wistar y procedentes del Centro de Produccién y
Experimentacién Animal de la Universidad de Sevilla. Todos los procedimientos llevados a cabo
cumplen con la normativa en vigor a nivel internacional, nacional y autonémico relativa a la

proteccion de los animales utilizados para fines cientificos'.

! Directiva 2010/63/UE del Parlamento Europeo y del Consejo de 22 de septiembre de 2010. Real Decreto 53/2013
de 1 de febrero (BOE nim. 34 de 8 de febrero). Decreto 80/2011 de 12 de Abril (BOJA nim. 82 de 28 de abril).

11
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Las ratas fueron divididas aleatoriamente en 2 grupos experimentales de 7 animales cada uno:
i) ratas control (grupo CONTROL), ii) ratas tratadas con 20 mg de Nw-nitro-L-arginina metil
éster (L-NAME)/kg de peso/dia (grupo L-NAME). El tratamiento con L-NAME fue administrado
en el agua de bebida durante 12 semanas, ajustdndose semanalmente la concentracion del
farmaco en funcién del peso y de la ingesta liquida diaria de los animales. No se observaron
diferencias significativas en el consumo medio de agua en ambos grupos. Durante el periodo
experimental, los animales se mantuvieron en condiciones estandar (23 + 1 oC, ciclos de 12
horas luz/12 horas oscuridad) en el estabulario de la Facultad de Farmacia, y se alimentaron ad
libitum con pienso comercial (Panlab, S.L.) y con libre acceso al agua de bebida (en la cual iba

disuelto el tratamiento, en su caso).

En el grupo L-NAME se realizé6 un control semanal de la presién arterial para comprobar la
eficacia del tratamiento. Para ello, se introducian los animales en un cepo que permitia su
inmovilizacién con objeto de medir la presidn arterial con un esfigmomandémetro, colocando el
manguito presurizador sobre la cola del animal (Figura 3). Previamente, se requiere aplicar
calor sobre la cola del animal con una |ldmpara infrarroja, para dilatar la arteria y amplificar y
homogeneizar las sefiales de pulso de presiéon en la arteria caudal. Para cada animal se

realizaban 3-4 mediciones sucesivas, promediando los valores registrados.

Figura 3. Medidas de la presion arterial en ratas. Se utiliza un cepo especialmente disefiado para inmovilizar al
animal, y se introduce el manguito y el transductor en la cola del mismo para recoger la seiial de pulsos.

Una vez concluido el tratamiento, los animales se sacrificaron y se les extrajo el globo ocular

para el estudio de la enzima NADPH oxidasa.

1.2 MATERIALES, INSTRUMENTOS Y REACTIVOS

= Materiales:
o Contenedor para hielo
o Placa de Petri
o Material de cirugia: bisturi, tijeras quirurgicas y pinzas
o Homogeneizador de vidrio-tefldn

o Microtubos de 1,5 mL

12
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o Papel de filtro Whatman n? 1

o Probetas

o Micropipetas

o Tubos Falcon de 50 mL

o Tubos de poliestireno para luminémetro

o Microplacas ELISA de 96 pocillos

Instrumentos:

o Lupa binocular

o Balanza analitica

o Homogeneizador Heidolph RZR 2102

o Bafio termostatizado

o Luminémetro de tubos (BERTHOLD Junior LB 9509)
o Quimioluminémetro Amersham Imaging 600

o Instrumental para Western blotting

Reactivos:

o Acido acético glacial (Panreac, Espafia)...Art. 11008.1102

o Acrilamida/Bisacrilamida 30% (Bio-Rad Laboratories)...Art. 67784

o Albumina bovina sérica (Sigma-Aldrich)...Art. A7906-50G

o Azul de bromofenol (Sigma-Aldrich)...Art. B-8026

o Bio-Rad® Protein Assay (Bio-Rad Laboratories, EE.UU)...Art. 500-0006

o Cloruro sédico (Panreac, Espafia)...Art. 211939

o Colorante Ponceau S (Sigma-Aldrich, Espafia)...Art. R8875

o C@mplete Protease inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich, Espafia)...Art. 11697498001

o Dodecilsulfato sédico (SDS) (Sigma-Aldrich, Espafia)...Art. 3771

o Gammaglobulina bovina (y-globulina) (Bio-Rad Laboratories, EE.UU.)...Art. 500-0005

o Glicerol (Sigma-Aldrich, EEUU)...Art. G-5516

o Glicina (Sigma-Aldrich, Espafia)...Art. G-8898

o Metanol (Panreac, Espafia)...Art. 131091.1214

o N,N,N’,N-Tetrametiletilendiamina (TEMED) (Bio-Rad Biosystems, USA)...Art. 161-
0800

o N,N’-Dimetril-9,9’-biacridinio dinitrato (Lucigenina) (Sigma-Aldrich, Espafia)...Art.
M8010

o Persulfato de amonio (APS) (Sigma-Aldrich, Espafia)...Art. A3678

13
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o Tampon fosfato salino (PBS) (Invitrogen, Espafia)...Art. 14190-250

o Tris (Sigma-Aldrich, Espafa)...Art.T1378

o Tween® 20 (Sigma-Aldrich, Espafia)...Art. P1379

o PB-nicotinamida adenina dinucledtido 2’-fosfato reducido (NADPH) (Sigma-Aldrich,

Espafia)...Art. N-6505

.3 OBTENCION Y TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

Una vez anestesiado el animal con hidrato de cloral (400 mg/Kg), se sacrifica, y se procede a
la extraccion de ambos globos oculares mediante la técnica de enucleacién (Wilding y cols.,
2015). Para ello se utiliza una pinza quirdrgica de acero inoxidable que nos permita abrir los
bordes de los parpados del animal, y visualizar claramente el globo. A continuacion,
procedemos a extraer el globo ocular usando unas tijeras de punta curva que se introducen

por debajo del mismo y nos permiten cortar a nivel del nervio éptico (Figura 4).

Figura 4. Cirugia de enucleacion del globo ocular. Consiste en extraer el globo ocular sin el nervio dptico y
manteniendo la integridad de los érganos anejos del ojo.

Tras extraer ambos ojos, se colocan en una placa de Petri en frio con solucién de Krebs, y con
ayuda de una lupa binocular, se procede a limpiar la muestra para eliminar cualquier resto de
tejido muscular que haya quedado sobre el globo ocular. Seguidamente, con ayuda de un
bisturi, se realiza un corte bajo la lupa en el centro de la cérnea, que nos sirve para extraer el
humor acuoso, el cristalino y el humor vitreo, que se desprecian, quedandonos con el resto de

estructuras del globo ocular.

Ambos globos oculares se pesan juntos en una balanza analitica, se introducen en un
microtubo eppendorf para su inmediata congelacion en N, liquido, y se guardan a -802C hasta

su posterior analisis.

14
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.4 ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA NADPH OXIDASA

11.4.1 HOMOGENIZACION DE LOS TEJIDOS

REACTIVOS

Tampdn de Homogeneizacidn de tejidos:

- Inhibidor de proteasas .......ccccccceeeeeiieeeeciiee e

Hay que tener en cuenta que la anatomia del ojo de los roedores tiene algunas diferencias con
la del humano (Figura 5); entre ellas, hay que destacar que el cristalino ocupa mayor

proporcién del globo ocular en los roedores, lo que afecta considerablemente al peso de la

muestra.
Rat Eye Human Eye
Retina Retina
\< B‘/ o \
Sclera % Pupil Sclera 2 = Iris
/ / NN
Vigreous 5 fans \mum LK )
body \L‘ ( body \ e y!’n/ul
9/ \ / Cornea » ( S~ Lens
= R \ / 24\ = A /\\ o
Ry ~ / Anterior P Cornea
e A = chamber /\ ) )
= /4 Anterior
Optic nerve Optic nerve e \ chamber
Choroid Ciliary body Ciliary body

Choroid

Figura 5. Comparacion anatémica del ojo de ratas con el ojo del humano. Se observa la diferencia proporcional del
humor vitreo, cristalino, humor acuoso y cérnea entre los ojos ambas especie.

La muestra, sumergida en el tampdn de homogeneizacion, se deposita en un homogeneizador
de vidrio junto a 500 pL del tampdn de homogenizaciéon. Inmediatamente después, se realiza
una homogenizacion vidrio-teflén en un homogeneizador Heidolph RZR 2102, aplicando al
émbolo de teflédn acoplado al motor una velocidad de rotacidon de 400 rpm. Para evitar un
sobrecalentamiento que eventualmente pudiera desnaturalizar las proteinas, la
homogeneizacidon se realiza en frio y secuencialmente, en intervalos de 15 segundos
intercalados con periodos de reposo de 5-10 segundos, hasta observar un homogeneizado
uniforme (hay que tener en cuenta que la esclerética y la cdrnea no se homogenizan del todo,

ya que son tejidos conectivos con propiedades viscoelasticas).

Posteriormente, el homogeneizado se centrifuga a 10000 x g durante 10 minutos a 42C, para
eliminar restos de organulos celulares, y el sobrenadante se utiliza para la determinacién de la

concentracién de proteinas y de la actividad NADPH oxidasa.
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111.4.2 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS

REACTIVOS

- Bio-Rad® Protein Assay

- Solucién patrén de gammaglobulina

La concentraciéon de proteinas en los homogeneizados de ojos se ha determinado siguiendo
el método colorimétrico descrito por Bradford (1976) utilizando el reactivo Bio-Rad® Protein
Assay (que contiene acido fosférico y metanol). Este método se basa en la reaccion de las
proteinas con el reactivo, dando un complejo coloreado cuya intensidad es proporcional a la
concentracién de proteinas de la muestra. La técnica consiste en incubar, en una microplaca
de ELISA 5 pL de los homogeneizados (diluidos 1/40 con agua bidestilada® y procesados por
triplicado), o de los estandares en su caso (por duplicado), con 250 pL del reactivo de Bio-Rad®
(previamente diluido 1:5 con agua bidestilada y filtrado a través de un papel Whatman n? 1)
durante 10 minutos a temperatura ambiente (Figura 6). Una vez transcurrido el tiempo, la
placa se introduce en un lector de placas (Asys UVM 340) asociado a un programa de analisis y

lectura de datos (MikroWin2000), expresandose los resultados en mg/mL de proteinas.

Patrones|DupIicados Muestrasl'rriplicadas

Figura 6. Determinacion de la concentracion de proteinas mediante el método de Bradford. Ejemplo de microplaca
ELISA completada para colocar en el lector de datos del ordenador.

Las soluciones estandares se preparan a partir de una solucion de gammaglobulina bovina de
concentracion igual a 1,56 mg/mL. A partir de ésta, se realizan diluciones seriadas, para

obtener los siguientes puntos de la curva patrén (en mg/mL): P1 = 0,0975; P2 = 0,195; P3 =

2 . ) . . . .
Las muestras se diluyen apropiadamente en base a experimentos previos realizados para que las medidas
posteriores puedan interpolarse dentro del rango de la curva patrén.
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0,39; P4 = 0,78, P5 = 1,56. Conociendo las concentraciones de los estandares y sus
absorbancias, se elabora la correspondiente curva patrdn, la cual permite conocer las
concentraciones de proteinas de los homogeneizados de ojo a partir de los correspondientes

valores de absorbancias.

11.4.3 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD NADPH OXIDASA

REACTIVOS
= PBS (PHE7) i 25 mL
SNADPH oo 3mM

- Lucigenina (N,N’-Dimetril-9,9’-biacridinio dinitrato) ...... 5,3 UM

Para el estudio de la actividad de la enzima NADPH oxidasa, utilizamos una técnica, basada
en la quimioluminiscencia, puesta a punto previamente en nuestro laboratorio (Zambrano y
cols., 2013) y adaptada al estudio del érgano que nos compete. El fundamento de la técnica se
basa en la capacidad que posee el anidn superdxido (producto de la reaccién que cataliza la
NADPH oxidasa) de oxidar la lucigenina®, en una reaccién que produce fotones de luz que son

rapidamente medidos en un luminédmetro estandar (BERTHOLD Junior LB 9509).

La reaccidon se lleva a cabo en tubos de poliestireno para luminédmetro. Tras haber
determinado la concentracion de proteinas segun lo descrito en el apartado 111.4.2, se deposita
en la parte inferior del tubo un volumen de la muestra a analizar equivalente a 100 pg de
proteinas (generalmente se afiaden 10 plL de muestra previamente diluida hasta una
concentracion proteica de 10 mg/mL); seguidamente se afiaden 10 uL de NADPH 3 mM
(cuidando de evitar el contacto prematuro de este reactivo con la muestra, tal como se
muestra en la Figura 7), y se deja incubar el tubo durante 5 minutos en un bafio a 372C. Pasado
este tiempo, se afaden 280 puL de lucigenina 5,35 uM y se introduce el tubo en el
lumindmetro, programado para un tiempo de registro de 4 minutos. Los resultados se
expresan en unidades relativas de luz (URL) por cada 100 pg de proteinas. Para eliminar la
contribucion inespecifica de los reactivos a las lecturas de URL, se realiza también un blanco de
muestra, procesado de la misma forma pero con la salvedad de que no afiadimos NADPH

(sustrato de la enzima NADPH oxidasa).

’la lucigenina es fotosensible, por lo que debe de protegerse de la luz durante su uso.
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Vvi=300ul 4/
.4/
/’ 280 ul

lucigenina

10l ® I 10l
NADPH muestra

Figura 7. Determinacion de la actividad NADPH oxidasa. La figura muestra la disposicion del sustrato y la muestra
en el tubo de poliestireno antes de iniciar la reaccion mediante la adicion de la lucigenina.

111.4.4 WESTERN BLOTTING
La técnica de Western blotting permite la separacién de proteinas segin su peso molecular

mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-

PAGE), y su identificacion gracias al empleo de anticuerpos especificos.

A. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

REACTIVOS

e Tampon de muestra (2X):

STris/HCI (PH=6,8) ..oveeveeeteeeeteeeeeeeee e 0,125 mM
SGlHCEION .. 25%
SIS ettt b e e 2%
-Azul de bromofenol... ..o 0,01%

Se mezclan volumenes iguales de los homogeneizados proteicos de ojos (equivalentes a la
cantidad de proteina previamente optimizada para la deteccion de la proteina objeto de
estudio) y de tampon de muestra 2X. La mezcla se hierve a 1009C durante 5 minutos, para
desnaturalizar las proteinas. Transcurrido este tiempo, se colocan inmediatamente en hielo

hasta la realizacion de la electroforesis.
REACTIVOS

e Gel separador de poliacrilamida al 8%:

THoO e e a e e e 4,6 mL
-Acrilamida/Bisacrilamida 30%.....ccceeeevveeeeiiiiieeiieieeee e 2,7 mL
o I g L TR 30 Y R 2,5mL

18



=SDS 10%.eciiiiiiiiiiiiii 100 pL
SAPS 10%..cciiiiiiiiiii 100 pL
STEMED .o 6 pL

B. ELECTROFORESIS

REACTIVOS

Gel separador de poliacrilamida al 8%:

TH2O ettt r e e e 4,6 mL
-Acrilamida/Bisacrilamida 30%........cccceveevveeevvieenereereeennnnn 2,7 mL
STEIS 1,5 M 2,5mL
“SDS 100 uueeeieeeeeeeee e e e 100 pL
SAPS L10%6.eiiiiiiieeeiiteeee e e e 100 pL
STEMED oo 6 pL

THO e e 5,5mL
-Acrilamida/Bisacrilamida 30%......ccccccoevvereivvieeeciiieee e, 1,3mL
STHIS 1,5 Ml ee e 1mL
SSDS 106ttt s 80 uL
SAPS 10% ..ttt 80 uL
STEMED oo 8 uL

o I ¢ L 250 mM
B €] [To7=] o [ - TR 1,92 M
“SDS 10%.uuuuuuuuunnrnrunnniraniieriarrrarnra———————————————————————————————————_ 50 mL
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La electroforesis de proteinas se realiza en geles de poliacrilamida, cuyo grado de
polimerizacidén permite obtener diferentes tamafios de poro por el cual migran las proteinas, lo

gue permite la separacién y caracterizacion de las proteinas de interés.

El gel de electroforesis se compone de dos tipos de geles: un gel concentrador (que concentra
todas las proteinas en un determinado lugar) y un gel separador (cuya funcién es la de separar
las proteinas segun su peso molecular). En nuestro caso preparamos geles con una
concentracion final de la mezcla acrilamida/bisacrilamida del 8%. Una vez colocado el gel en la
cubeta de electroforesis, se separan los peines (que permiten definir los diferentes pocillos
para depositar las muestras) y se vierte tampdn de electroforesis (preparado
extemporaneamente a partir del concentrado 10X) hasta que los pocillos queden sumergidos.
Las muestras se cargan en los pocillos, y se incluye también en uno de ellos un marcador de
peso molecular (el cual permitird identificar los distintos pesos moleculares de las
correspondientes proteinas al final del proceso). Finalmente, se llena la cubeta con tampon de

electroforesis, se cierra el circuito y se aplica un voltaje constante de 150V durante 1 hora.

C. TRANSFERENCIA

REACTIVOS

e Tampon de transferencia:

Bl 1 4 [ 20 mM
“GlICING e 150 mM
“IMEEANON e 20%

e Solucidn colorante Ponceau S:

-ColOrante PONCEAU S ... 05¢g
-Acido acético glacial .........ccccvvveveeeieeieeeeeeeee e 1mL
-Agua bidestilada......ccccceeeeicciii 99 mL

Las proteinas separadas en el gel de poliacrilamida son transferidas a una membrana de
nitrocelulosa de 0,45 um de poro, mediante un sistema de electrotransferencia (Mini Trans-
Blot Cell, Bio-Rad). Una vez que ha finalizado la electroforesis, se elimina el gel concentrador y
se procede al montaje en un casete para realizar la transferencia, siguiendo las indicaciones
del fabricante. El casete se coloca entonces dentro de la cubeta de transferencia, acompafiado

de un bloque de hielo y un agitador magnético. Se llena la cubeta con tampdn de transferencia
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y se cierra el circuito. Se aplica un voltaje constante de 100 V durante una hora a 42C (Figura

8).

Figura 8. Equipo necesario para la realizacion de la técnica de Western blotting. Compuesto por sistemas de
electroforesis y transferencia, y fuente de alimentacidn con electrodos, entre otros.

Una vez terminada la transferencia, y para confirmar que ésta se ha realizado adecuadamente,
se coloca la membrana en un recipiente con colorante Ponceau S durante 1 minuto.
Eliminando gradualmente el exceso de colorante mediante sucesivos lavados con agua, se
debe distinguir en cada carril el patrén de bandas correspondientes a las diferentes proteinas

que contienen las muestras.

D. INMUNODETECCION

REACTIVOS

e Solucién de lavado TBST (pH=7,5):

B 1 4 [ 10 mM
SNBC e 100 mM
STWEEN® 20 it 0,1%

Consiste en la deteccidon de la proteina en estudio en la membrana de nitrocelulosa
mediante el empleo de anticuerpos especificos. Para ello, se incuba la membrana con solucién
de bloqueo al 5% durante 1 hora, con objeto de evitar uniones inespecificas del anticuerpo a la
superficie de la membrana. Transcurrido este tiempo, se incuba la membrana con el
anticuerpo primario especifico (diluido en solucién de bloqueo), dejandolo toda la noche a 42C

con agitacion suave.
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Posteriormente se lava la membrana (8 lavados de 3 minutos cada uno) con solucion de lavado
(TBST), para eliminar el exceso de anticuerpo no fijado. Después, se incuba la membrana con el
anticuerpo secundario, durante 1 hora a temperatura ambiente y con agitacidn, y se repite el
proceso de lavados con TBST. Por ultimo, se procede al revelado de la membrana mediante
una técnica que utiliza quimioluminiscencia, usando Amersham ECL Prime Western Blotting
Detection Reagent. Las imagenes se capturan mediante un sistema de andlisis de imagenes
quimioluminiscentes (Amersham Imaging 600). Para la cuantificacion, se analizan las bandas
mediante densitometria dptica, utilizando el programa informatico Image Studio Lite (version

5.2).

Como control de carga, se realiza posteriormente en cada membrana la inmunodeteccién de la
proteina GAPDH, que es una proteina expresada de forma constitutiva en todas las

membranas analizadas. En la Tabla 1 se indican los anticuerpos utilizados en este TFG y sus

correspondientes diluciones.

DILUCION DILUCION
Ag;::nlﬂ:go ORIGEN ANTICUERPO QE'\::TJICV%T;?) ANTICUERPO
PRIMARIO SECUNDARIO
Anti-NOX1 Conejo 1:1.000 | Goat Anti-Rabbit 1:2.000
policlonal
Anti-NOX2 Conejo 1:8.000 Goat Anti-Rabbit 1:12.000
monoclonal
Anti-NOX4 Conejo 1:2.000 | Goat Anti-Rabbit 1:2.000
policlonal
Anti-eNOS Raton 1:2.000 Goat Anti- 1:4.000
monoclonal Mouse
GAPDH Raton 1:40.000 Goat Anti- 1:50.000
monoclonal Mouse

Tabla 1. Anticuerpos y diluciones utilizados en los estudios de Western blotting.

11.4.5 ANALISIS ESTADISTICO
Los resultados estan expresados como media * error estdndar. La comparacién entre las

diferentes condiciones experimentales se ha realizado utilizando el test de ANOVA, y en
aquellos casos que han mostrado significacion estadistica, se ha aplicado el test de Tukey,
considerandose diferencias estadisticamente significativas para valores de p<0,05. Se ha

utilizado el software estadistico GraphPad InStat v3.10.
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RESULTADOS Y DISCUSION
IV.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Al finalizar el periodo de tratamiento de los animales, no se encontraron diferencias
significativas entre los dos grupos de animales en el peso corporal ni en el peso relativo de los

globos oculares (Tabla 2).

Parametro Control L-NAME
Peso inicial (g) 261+15 26314
Peso final (g) 390+18 390+9

Tabla 2. Pesos corporales. Pesos iniciales y finales de ratas controles (Control) y ratas tratadas con Nw-nitro-L-
arginina metil éster (L-NAME).

Como era de esperar, en base a estudios previos llevados a cabo en este laboratorio, se
observd un incremento de la presidn arterial sistdlica (PAS) y de la presion arterial diastdlica
(PAD) en las ratas tratadas con L-NAME cuando se compard con los valores recogidos en las

ratas normotensas (Figura 9).

(A)  Presion arterial sistdlica final (8) Presion arterial diastdlica final

220 xx 220
200 200
180 180
160 160
140 — 140
¥120 - T 120
€ 100 € 100
= 80 - = 80
60 - 60
40 - 40
20 - 20
0 - T 1 0 T !
CONTROL L-NAME CONTROL  L-NAME

Figura 9. Cifras de presion arterial. (A) Presion arterial sistolica (PAS) y (B) presion arterial diastélica (PAD), de ratas
controles (Control) y ratas tratadas con Nw-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME). Los resultados estan expresados
en milimetros de mercurio (mmHg), y representan la media de £ SEM de al menos 6 animales en cada grupo.
Significacion estadistica: ***p<0,001 comparado con el grupo Control.

Entre los diversos modelos de experimentacién animal que se han desarrollado en los ultimos
afnos para el estudio de los mecanismos implicados en el origen, desarrollo y mantenimiento
de la hipertensién arterial (HTA), se encuentra nuestro modelo de tratamiento de animales
con Nw-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME). El L-NAME es un compuesto que produce
vasoconstriccion gracias a la inhibicion de la enzima oéxido nitrico sintasa (NOS), con la
consiguiente disminucion en la sintesis de una de las principales sustancias vasodilatadoras del

organismo, el 6xido nitrico (NO). Por ello, la administracion crénica de L-NAME causa
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hipertension persistente, que se asocia a un dafio en diferentes drganos (Dornas y cols., 2011),
con la participacion del sistema renina-angiotensina (SRA) (Cachofeiro y cols., 1996). Por esta
razén, las ratas con hipertensidn inducida por L-NAME constituyen un buen modelo

experimental para el estudio de la fisiopatologia y terapéutica de la HTA.

Nuestro estudio no ha encontrado diferencias significativas en cuanto al peso corporal de los
animales tras el tratamiento con L-NAME, coincidiendo con lo observado previamente por
otros autores (Rodriguez-Gomez y cols., 2003; Gomez-Guzman y cols., 2011; Zambrano y cols.,

2013).

En relacion a la presion arterial (PA), se observé un aumento en el grupo de ratas tratadas con
L-NAME al compararlas con los valores medidos en el grupo de ratas controles, tal como cabria
esperar basandonos en la literatura leida previamente y en otras experiencias llevadas a cabo

en el seno del grupo de investigacidon (Zambrano y cols., 2013).

IV.2 ACTIVIDAD NADPH OXIDASA EN EL GLOBO OCULAR

En nuestro estudio, se observd un incremento del 134% en la actividad NADPH oxidasa en

los globos oculares de ratas hipertensas con respecto a las ratas controles (Figura 10).

Actividad NADPH oxidasa
250 xpx

200 —

150 —

100 -

URL/100ug Prot.

50 -

0 -

CONTROL L-NAME

Figura 10. Actividad NADPH oxidasa en globo ocular. Se compara los niveles de actividad NADPH oxidasa entre el
grupo control (Control) y el grupo de ratas tratadas con Nw-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME). Todos los valores
estdn expresados en URL (Unidades Relativas de Luz) referidos a 100 pg de proteinas y representan la media de +
SEM de al menos 6 animales en cada grupo. Significacion estadistica: ***p<0,001 comparado con el grupo Control.

Tal como se menciond anteriormente, la enzima NADPH oxidasa es la principal fuente de
radicales libre en los sistemas cardiovascular y renal. Se conoce su alta relacidon con la
fisiopatologia de la HTA, y se ha descrito un incremento de su actividad tanto en pacientes
hipertensos (Touyz y Schiffrin, 2001) como en modelos experimentales de hipertensién (Zalba

y cols., 2000; Gomez-Guzman y cols., 2011; Zambrano y cols., 2013). Nuestros resultados
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coinciden con estudios previos en el seno de nuestro grupo de investigacion en otros érganos
dianas como el corazén (Gomez-Amores y cols., 2006; Miguel-Carrasco y cols., 2010), el higado

(Gomez-Amores y cols., 2006) y en el rifidn de ratas hipertensas (Zambrano y cols., 2013).

A nivel especifico de globo ocular, algunos estudios muestran la implicacion de la NADPH
oxidasa en diferentes patologias oculares, como la inflamacién de la red vascular a nivel de
retina (Al-Shabrawey y cols., 2008), la angiogénesis patoldgica en retina (Rojas y cols., 2013) o
en coroides (Wang y cols., 2014), o la isquemia retiniana (Al-Shabrawey vy cols., 2005), entre
otros. A nuestro entender, no existen datos previos a este estudio sobre la medida de la
actividad de la NADPH oxidasa en globos oculares completos de ratas, si bien algunos autores
han medido la actividad de esta enzima con otros fines en diferentes regiones oculares como
la retina (Sicard y cols., 2007), cristalino (Rao y cols., 2004) o células corneales (O’Brien y cols.,

2006).

Sicard y cols. (2007) realizaron la medida de la actividad NADPH oxidasa en células retinianas
de ratas con hipertensién espontdnea, observando un incremento de los niveles de actividad
NADPH oxidasa con respecto al grupo control. Este hecho concuerda con los resultados
obtenidos en nuestro estudio, por lo que podemos pensar que la hiperactividad de la enzima
en el globo ocular se debe en parte realmente a la presencia de células retinianas en nuestros
homogenados. No obstante, podrian estar implicadas células de otras regiones oculares, ya
que, como se muestra en los trabajos de Rao y cols. (2004) y O’brien y cols. (2006), existe una

actividad NADPH oxidasa fisioldgica en diferentes estructuras oculares.

IV.3 EXPRESION PROTEICA DE LAS ENZIMAS NADPH OXIDASA Y ENOS

Para complementar el estudio de la actividad NADPH oxidasa en el globo ocular como
drgano diana en la patologia hipertensiva, se llevod a cabo el analisis mediante Western blotting
de la expresion proteica de diferentes isoformas de la enzima NADPH oxidasa (NOX1, NOX2 y
NOX4), asi como de la isoforma endotelial de la enzima éxido nitrico sintasa (eNOS). La
expresion proteica de todas estas enzimas se vio aumentada en el grupo de ratas hipertensas,
observandose aumentos de 3,1 veces en NOX1, 4,9 veces en NOX2, 3,3 veces en NOX4 y 3,6

veces en eNOS, con respecto a los valores correspondientes medidos en el grupo control.
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Figura 11. Expresion proteica de las enzimas antioxidantes en el globo ocular. Expresién proteica de (A) NOX1, (B)
NOX2, (C) NOX4 y (D) eNOS, respectivamente, en globos oculares de ratas controles (Control) y ratas tratadas con L-
NAME (L-NAME). Los valores de (A), (B), (C) y (D) corresponden a la expresidn proteica de NOX1, NOX2, NOX4 y
eNOS respectivamente. Los valores representan la media + SEM de al menos 6 animales en cada grupo.
Significacidn estadistica: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 comparado con el grupo Control.

La NADPH oxidasa es un complejo multienzimatico que cataliza la produccion de anién
superéxido, mediante la transferencia de un electréon procedente de una molécula de NADPH
hasta el oxigeno molecular. Todas las isoformas de la NADPH oxidasa poseen una serie de
propiedades estructurales comunes: sitio de unidn a NADPH, sitio de unién a flavina adenina
dinucledtido, 6 dominios transmembrana conservados, y 4 histidinas altamente conservadas

asociadas a grupos hemos (Bedard y Krause, 2007; Sedeek y cols., 2013). Se trata de una
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enzima que interviene en numerosas funciones fisioldgicas, entre las que destacan:
sefalizacion celular, mediacidon de efectos hormonales, regulacion de la actividad de canales
idnicos, sensor de O0,, diferenciacion de adipocitos, expresidn génica, reproduccion,
proliferacién celular, senescencia, apoptosis y defensa inmunitaria (Jones y cols., 2000;

Lambeth, 2004; Sedeek y cols., 2013).

Diferentes estudios han demostrado la existencia de hasta 7 isoformas que componen en la
actualidad la familia de las NADPH oxidasas: NOX1, NOX2, NOX3, NOX4, NOX5, DUOX1 vy
DUOX2 (Taylor-Fishwick, 2013). En nuestro estudio hemos elegido las principales isoformas de
la familia con implicaciones cardiovasculares, a saber: NOX1, NOX2 y NOX4. La isoforma NOX3
no esta asociada actualmente a ninguna enfermedad cardiovascular (Banfi y cols., 2004); NOX5
no se expresa en roedores (Banfi y cols., 2001; BelAiba y cols., 2007); y DUOX1-2 realizan su

papel principal en la biosintesis de hormonas tiroideas (Sedeek y cols, 2009).

o NOX1 se ha detectado principalmente en células epiteliales de colon, préstata, Utero,
células endoteliales, fibroblastos adventicios y fibras de musculo liso (Suh y cols., 1999;
Ago y cols., 2011). Se localiza en la membrana plasmdtica, caveolas y endosomas

(Lassegue y Griendling, 2010).

o NOX2 fue la primera NADPH oxidasa descrita. Se ha encontrado en células fagociticas y
células no fagociticas como las vasculares, cardiacas, renales, neuronas, miocitos y
hepatocitos. En estos casos, la localizacidn subcelular de NOX2 depende del tipo de célula

(Sedeek y cols., 2009).

o NOX4 esta abundantemente representada en rindn. Ademas se expresa en células
endoteliales, fibroblastos, osteoclastos, células de la musculatura lisa vascular y
cardiomiocitos (Sedeek y cols., 2009; Ago y cols., 2011). Se localiza en la membrana
plasmatica, en las membranas de vesiculas perinucleares y en el reticulo endoplasmico

(Lassegue y Griendling, 2010; Von Lohneysen y cols., 2010).

En referencia al sistema visual, algunos articulos hablan de la posible evidencia de las
isoformas NOX en diferentes situaciones fisiopatoldgicas en las que se han analizado distintas
regiones de la anatomia del globo ocular. Por ejemplo, se ha evidenciado la posible implicacion
de NOX2 en disfunciones celulares en un modelo de glucolipotoxicidad y diabetes en
diferentes células permeables como las células del endotelio de la retina (Kowluru y cols.,

2014), o su implicacién en la respuesta inflamatoria y de neovascularizacidén ante lesiones

27



TFG| Alvaro Santana Garrido

guimicas en la cdornea (Chan y cols., 2016). También se observé la producciéon de ROS mediada
por NOX1, NOX4 y NOXS5 en fibroblastos de células estromales de cdrneas humanas (O’Brien y
cols., 2009), y se ha estudiado el papel de NOX4 en la angiogénesis que se produce en la

retinopatia diabética (Li y cols., 2015) o en el retinoblastoma (Singh y cols., 2016).

En la actualidad no esta descrito el perfil de expresidn proteica de las diferentes isoformas de
la enzima NADPH oxidasa a nivel del globo ocular en una situacién de hipertensidn arterial.
Curiosamente, nuestros datos muestran que el ojo es un érgano rico en las principales
isoformas de la enzima; ademds, hemos puesto de manifiesto un claro aumento de su
expresion proteica con la hipertensidn. Estos resultados concuerdan con otros obtenidos en el
seno del grupo de investigacion en diferentes 6rganos, y con los extraidos de la literatura en
otras situaciones patolégicas, por lo que nos revelan la implicacion del estrés oxidativo
producido por la hipertensidn arterial a nivel ocular a través de la enzima NADPH oxidasa. El
exceso de radicales libres, por tanto, representa un posible mecanismo fisiopatolégico que
favoreceria la aparicién de diferentes patologias oculares como son las retinopatias, las

alteraciones coroideas, las cataratas o el glaucoma.

Por otro lado, el 6xido nitrico (NO) es uno de los factores clave en los sistemas cardiovascular y
renal, ya que se trata de una molécula con alto poder vasodilatador que regula la
neurotransmision, el tono de los vasos sanguineos, la agregacién plaquetaria, la permeabilidad
vascular, la eliminacidn de algunos radicales libres y la interacciéon leucocitos-endotelio
(Moncada, 1999). La sintesis de NO se estimula por la activacion de la enzima éxido nitrico
sintasa (NOS), de la que se conocen tres isoformas: nNOS (neuronal), iNOS (inducible) y eNOS
(endotelial), siendo clave esta ultima como enzima constitutiva en el sistema cardiovascular

(Forstermann y Sessa, 2012).

Una elevacion en los niveles de ROS disminuye la biodisponibilidad de NO (Kalinowski y
Malinski, 2004), ya que esta molécula puede reaccionar con -O,, generando peroxinitrito
(ONOQ’), en una reaccion que es mas rapida que la eliminacidn de -0, por el sistema
antioxidante. Ademas, el ONOO tiene una capacidad prooxidante mayor que la del propio O,",
por lo que la interaccién del NO con las ROS no solo disminuye su biodisponibilidad, sino que
favorece la generacion de estrés oxidativo (Dikalova y cols., 2010). Es por ello que cabria
esperar un aumento de expresion proteica de la enzima NOS en situaciones fisiopatoldgicas

donde aumenta el estrés oxidativo.
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En el sistema visual se ha visto que estas isoformas contribuyen a regular la hemodinamica
ocular y a la proteccién de las células endoteliales de los lechos vasculares y de células o fibras
nerviosas contra factores patogénicos asociados a glaucoma, isquemia y diabetes mellitus
(Toda y Nakanishi-Toda, 2007). Cada una de las isoformas de la NOS tiene importancia a

diferentes niveles de la anatomia ocular:

o nNOS se ha encontrado en fotorreceptores, células amacrinas, ganglionares y del epitelio
pigmentario de la retina. En la coroides se asocia su presencia con las fibras nerviosas
perivasculares, células del musculo liso de las arterias y algunas células del estroma

(Neufeld y cols., 2000; Bhutto y cols., 2009).

o eNOS se expresa en las células endoteliales de los vasos sanguineos de la retina (Bhutto y
cols., 2009), en el endotelio coriocapilar y en menor medida en las células endoteliales de

grandes vasos coroideos y células del estroma de la coroides (McLeod y cols., 2012).

o iNOS se ha observado en la retina donde aumenta su actividad en situaciones de isquemia
(Du y cols., 2016); asimismo, en la Uvea se ha descrito un aumento de la expresion de

iNOS cuando se produce una uveitis (Goureau y cols., 1995; Cheny cols., 2017).

En nuestro estudio se ha evaluado la expresidn proteica de eNOS por ser la isoforma con una
mayor implicacién en la hipertensién arterial por su relaciéon con el endotelio. Pese a no
encontrar literatura previa que relacione la hipertensidn arterial con la expresiéon de eNOS en
el globo ocular, el aumento de la expresion proteica de eNOS de nuestro estudio concuerda
con experiencias previas llevadas a cabo en otros drganos y con el aumento de la expresién de
eNOS en otras situaciones patoldgicas del globo ocular como la DMAE (Bhutto y cols., 2009) o

el glaucoma (Xiang y cols., 2016).
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CONCLUSIONES

En nuestro estudio experimental del papel del estrés oxidativo en las enfermedades oculares
relacionadas con la hipertensidn arterial mediante la evaluacion de la actividad y expresion
proteica de las diferentes isoformas de la NADPH oxidasa, asi como de la isoforma endotelial

de la 6xido nitrico sintasa (eNOS), podemos extraer las siguientes conclusiones:
+» La hipertensién arterial produce un aumento del estrés oxidativo local en el globo
ocular que podria estar relacionado con mecanismos fisiopatoldgicos conducentes al

desarrollo de enfermedades oculares.

+» Las isoformas NOX1, NOX2 y NOX4 de la enzima NADPH oxidasa, una de las enzimas
mas importantes en relaciéon al estrés oxidativo en la hipertension arterial, se
encuentran presente en el globo ocular y aumentan su expresién en las ratas

hipertensas con respecto a las normotensas.

X3

%

La enzima oxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) se encuentra sobreexpresada a nivel
local en el globo ocular de las ratas hipertensas, lo que resalta la relacién entre
hipertension, estrés oxidativo y posible disfuncién endotelial asociada. Como
continuacién de este estudio, seria interesante cuantificar la expresion de la forma
activa de la enzima (por ejemplo, fosforilada en el residuo Ser-1177), asi como de la

isoforma inducible de la enzima (iNOS).
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