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RESUMEN

La degeneracién macular relacionada con la edad (DMAE) y la retinitis pigmentosa (RP) son
enfermedades degenerativas de la retina en humanos. Actualmente, los tratamientos para la DMAE
se centran en prevenir la neovascularizacion, uno de los efectos principales de la enfermedad en la
retina. Por ello, es importante realizar estudios que puedan contribuir al desarrollo de nuevas

estrategias terapéuticas para enfermedades degenerativas de la retina humana.

Los endocannabinoides son neuromoduladores cuyos efectos estan mediados por receptores
acoplados a proteina G, conocidos como CB1 y CB2. Se ha reportado en modelos animales de
glaucoma que los agonistas del receptor CB1 tienen efectos neuroprotectores. La degeneracion
retiniana inducida por la luz (LIRD, siglas en inglés) es un modelo animal que simula enfermedades
degenerativas de la retina humana, como la degeneracién macular asociada con la edad (DMAE).
Estudios previos en modelos de LIRD han demostrado que los sistemas purinérgico y canabinérgico
juegan un papel en la proteccion contra esta degeneracién. Estos estudios confirmaron que la
administracion intravitrea previa a la iluminacion de un agonista del receptor de adenosina A1 (CPA),
de un antagonista del receptor de adenosina A2a (SCH58261) y de un agonista del receptor
cannabinoide CB1 (ACEA) tienen efectos neuroprotectores. Estos tratamientos reducen el dafno
retiniano al disminuir la reactividad glial, el nUmero de fotorreceptores que sufren apoptosis y mejoran

la funcidn retiniana.

Estas evidencias llevaron a investigar el potencial papel de un agonista selectivo del receptor
CB1 (ACEA) para tratar de la degeneracion de la retina inducida por iluminacién continua,
administradolo de forma posterior a la exposicion de la luz. Con tal fin, se expusieron ratas Sprague
Dawley a una intensidad de luz continua de 12,000 lux durante 24 horas. Posteriormente, se inyect6
intravitreamente el ACEA en el ojo derecho, mientras que el ojo izquierdo se administré el vehiculo
como control. Luego de una semana, las retinas se disecaron y se fijaron para su analisis mediante
inmunofluorescencia (IF) o se congelaron para realizar ensayos de Western Blot (WB). Los
anticuerpos utilizados en WB fueron especificos para GFAP, para Caspasa 3 Activa y AKT, mientras
que para estudios de IF s6lo se emplearon unicamente los 2 primeros cuantificandose los porcentajes
de areas inmunorreactivas y la densidad oéptica. Finalmente, todos los datos se analizaron
estadisticamente mediante la prueba de t de Student y las diferencias se consideraron significativas

cuando p <0,05.

Los resultados de IF mostraron que los ojos tratados con ACEA tendieron a tener un menor
porcentaje de area y a mayor densidad optica para GFAP, aunque estas diferencias no fueron
estadisticamente significativas (p-valor % de area: 0,464 y p-valor DO: 0,377). Por otro lado, las
secciones inmunotefidas para Caspasa 3 Activa mostraron una disminucién significativa del area

inmunomarcada (p-valor: 0,0456) y una disminucion no significativa de la densidad optica (p-valor:



0,0943). Los estudios de WB revelaron niveles mas bajos de Caspasa 3 Activa y GFAP en las retinas
tratadas con el agonista selectivo del receptor CB1 en comparacion a las retinas control, aunque
estas diferencias no fueron significativas (p-valor WB GFAP: 0,798y p-valor WB Cas 3 A: 0,230).
Finalmente, los niveles de AKT resultaron ser mayores en las retinas controles respecto a las

tratadas, sin alcanzar esta diferencia la significancia (p-valor: 0,508)

La administracién de ACEA (agonista de CB1) después de la iluminacién disminuyo
significativamente el marcador de la apoptosis por inmunomarcacion y mostré una tendencia a la
neuroproteccién en los otros ensayos del presente trabajo. Sin embargo, es necesario continuar

investigando con la finalidad de confirmar su uso potencial para el tratamiento de la DMAE.



TITULO Y RESUMEN EN INGLES

NEUROPROTECTIVE EFFECT OF CB1 RECEPTOR AGONIST (ACEA) IN LIGHT INDUCED
RETINAL DEGENERATION

Age-related macular degeneration (AMD) and retinitis pigmentosa (RP) are degenerative retinal
diseases in humans. Nowadays, the treatments for AMD focus on preventing neovascularization, one
of the primary effects of the disease on the retina. Therefore, it is important to investigate other
possible therapies to the development of new therapeutic strategies for human retinal degenerative

diseases.

Endocannabinoids are neuromodulators whose effects are mediated by G-protein-coupled receptors
known as CB1 and CB2. It has been reported in animal models of glaucoma that CB1 receptor
agonists have neuroprotective effects. Light-induced retinal degeneration (LIRD) is an animal model
that simulates human retinal degenerative diseases, such as age-related macular degeneration
(AMD). Previous studies in LIRD models have shown that purinergic and endocannabinoid systems
play a role in protecting against this degeneration. These studies confirmed that intravitreal
administration, before light exposure, of an adenosine A1 receptor agonist (CPA), an adenosine A2a
receptor antagonist (SCH58261), and a CB1 cannabinoid receptor agonist (ACEA) have
neuroprotective effects. These treatments reduce retinal damage by decreasing glial reactivity,

reducing the number of apoptotic photoreceptors, and improving retinal function.

These findings led to investigate the potential role of a selective CB1 receptor agonist (ACEA) on a
LIRD model, where the treatment is administered after light exposure. So, Sprague Dawley rats were
exposed to continuous illumination of 12,000 lux for 24 hours. Then, ACEA was intravitreally injected
into the right eye, while the left eye received the vehicle as a control. After one week, the retinas were
dissected for analysis by immunofluorescence (IF) or for Western Blot (WB) assays. The antibodies
used in WB were specific for GFAP, activated Caspase 3, and AKT, while only the first two were used
in IF studies. The percentages of immunoreactive areas and optical density were quantified. All data
were statistically analyzed using Student's t-test, with differences considered significant when p <
0.05.

The IF results showed that ACEA-treated eyes tended to have a lower percentage of area and a
higher optical density for GFAP, although these differences were not statistically significant (p-value
for % area: 0.464 and p-value for OD: 0.377). While the IF for the activated Caspase 3 sections
showed a significant decrease in the percentage of immunoreactive area (p-value: 0.0456) and a non-
significant decrease in optical density (p-value: 0.0943). The WB studies revealed lower levels of

activated Caspase 3 and GFAP in retinas treated with the selective CB1 receptor agonist compared



to control retinas, although these differences were not significant (p-value for WB GFAP: 0.798 and
p-value for WB Cas 3 A: 0.230). Finally, phosphorylated AKT levels were higher in control retinas
compared to treated retinas, but this difference was not significant (p-value: 0.508).

The administration of ACEA (CB1 selective agonist) after illumination significantly reduced the
apoptosis marker and showed a trend towards neuroprotection in the other assays of this study.

However, further research is needed to confirm its potential use for the treatment of AMD.
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GLOSARIO

Degeneracion retiniana inducida por la luz: LIRD (siglas en inglés)
Sistema Nervioso Central: SNC

Sistema Nervioso: SN

Epitelio Pigmentario de la Retina: EPR

Receptor Acoplado a Proteina G: GPCR (siglas en inglés)
Degradacion Macular Asociada con la Edad: DMAE
Factor de Crecimiento Endotelial Vascular: VEGF
Especies Reactivas de Oxigeno: ROS (siglas en inglés)
Araquidonil 2-cloroetilamida: ACEA

Anadamida: AEA

2—Araquidonoilglicerol: 2-AG

Western Blot: WB

Inmunofluorescencia: IFi

Proteina Fibrilar Acida Glial: GFAP (siglas en inglés)
Regidn de Interés: ROI (siglas en inglés)

Densidad Optica: DO

Caspasa 3: Cas3

Caspasa 3 Activa: Cas3a

Factor de Activacion de Proteasa Apoptotica: APAF-1
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1. INTRODUCCION
1.1 El Ojo

El ojo es un 6rgano complejo que actua como receptor de estimulos visuales (Figura 1). Esta
compuesto por tres capas: tanica fibrosa o esclerocérnea, la tinica Gvea o vascular y la tinica

nerviosa.

La tanica fibrosa es la capa mas externa del o0jo, funciona como sostén de este y rodea a las

dos capas mas internas. Estd compuesta por dos estructuras: la cornea y la esclera o esclerdtica.

La cdérnea es convexa y actia como una ventana que permite la entrada de la luz. Ademas, es
avascular y tiene una disposicion laminar y paralela de las fibras de colageno lo cual asegura su
transparencia. Mientras que, la esclera, que se continia con la cérnea, es blanca y opaca. Esta

vascularizada y tiene puntos de fijaciéon para los musculos extrinsecos del ojo.

La tunica uvea es la capa vascular del ojo y provee el oxigeno y nutrientes a la parte externa

de la retina. Esta formada por la coroides, cuerpo ciliar e iris. La coroides, situada en la capa media,

esta compuesta por vasos sanguineos y posee células con melanina, que, en menor medida,
absorbe la luz reflejada y dispersada para reducir al minimo el brillo dentro del globo ocular. El
cuerpo ciliar y el iris se encuentran en el borde anterior de la Uvea. El cuerpo ciliar es un
engrosamiento anular del extremo anterior, que se extiende hacia el interior del ojo. Ademas,
contiene el musculo liso ciliar que de cuya contraccién depende la curvatura del cristalino. El iris es
un diafragma contractil que se extiende sobre la superficie anterior del cristalino y deja un orificio
central conocido como la pupila. El iris tiene el musculo dilatador de la pupila y el constrictor del iris.
Estos musculos se encargan de controlar la cantidad de luz que entra al ojo y atraviesa el cristalino

para alcanzar la retina (reflejo fotomotor).

Finalmente, la tanica nerviosa, que es la capa mas interna, esta compuesta por el epitelio

pigmentario externo, la retina y el epitelio del cuerpo ciliar y del iris (Ross & Pawlina, 2006).

Esclerética @”L >~ ﬁGel vitreo

Retina
Cérnea—___» /|
/
Pupila———{
Iris / N \Nen‘io Sptico
= Macula

Cristalino

Figura 1. Esquema de los distintos componentes del ojo humano tomando de HealthwiseR, septiembre 2023.
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1.2 La Retina

Se apoya sobre la coroides y esta asociada al cuerpo vitreo. Su funcién principal es captar
el estimulo luminico, transducirlo y enviar esta sefal al Sistema Nervioso Central (SNC). Esta
compuesta por: la retina nerviosa, que es la lamina interna que contiene los fotorreceptores,
y el epitelio pigmentario de la retina, que es externo a la retina nerviosa y se encuentra
adherido a la capa coriocapilar de la coroides a través de la membrana de Bruch'. A su vez,
la retina nerviosa se divide en dos regiones, que tienen funcién diferente: la regién no

fotosensible (o porcion no visual) y la region fotosensible (Ross & Pawlina, 2006).

La retina nerviosa esta compuesta por cuatro tipos celulares principales:

1. Células fotorreceptoras: conos y los bastones de la retina.
2. Neuronas de conduccion: neuronas bipolares y ganglionares.

3. Neuronas de asociacion y otras neuronas: neuronas horizontales, las interplexiformes
y las amacrinas.

4. Células de sostén y proteccion: células de la neuroglia, como las células de Miiller, los

microgliocitos y los astrocitos.

La retina se puede dividir en 10 capas celulares (Figura 2) que se describen a

continuacion desde afuera hacia adentro (teniendo en cuenta el punto de vista anatomico?):

1 Membrana de Bruch: también llamada lamina vitrea o membrana basal de la coroides, es una capa
transparente que separa la coroides de la retina. Esta entre la capa coriocapilar y EPR.
2 Punto de vista anatomico: se considera interno el centro del ojo.

~D o~
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. iz
incidente ————  Membrana
limitante interna

Capa plexiforme
externa

Capa nuclear
externa

Membrana
/ limitante externa

" Eptolio

Figura 2. Esquema de las diez capas de la retina donde la décima capa esta del lado externo (por donde “ingresa” la luz)

y la primera capa el lado interno del ojo. Tomado del Atlas de Histologia de Ross y Pawlina.

1. Epitelio pigmentario de la retina (EPR)

Aunque no pertenece a la retina nerviosa, segun distintos autores es considerada la capa
mas externa de la retina y juega un papel importante en su fisiologia y patologia. Es una capa
simple de células cubicas que estan apoyadas sobre la membrana de Bruch de la coroides. El
EPR forma la barrera hematorretiniana gracias a las uniones adherentes?® y ocluyentes* que se

dan entre células contiguas.

Las células pigmentarias tienen microvellosidades en su superficie apical asociadas con el
extremo de las prolongaciones de los fotorreceptoros, pero carecen de uniones celulares con
estos. Su nucleo esta ubicado cerca de la membrana plasmatica basal, que se apoya sobre la

membrana de Bruch.

3 Unién adherente: es un tipo de unidn entre células vecinas que permite la conexién del citoesqueleto de
ambas. Generalmente, participan proteinas llamadas cadherinas (proteina de transmembrana, es decir que
posee dos dominios: uno intracelular con el que interacciona con proteinas intracelulares y otro extracelular
con el que interacciona con diversos factores).

4 Unién ocluyente: u estrechas, es un complejo de adhesién intracelular mediante proteinas que sella espacios
entre células vecinas de un epitelio. Regulan el paso de agua y solutos entre las células epiteliales.

~3n~
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El EPR cumple, principalmente, varias funciones entre las que se encuentran:

o Absorbe la luz que atraviesa la retina nerviosa impidiendo su reflexion y brillo
resultante.

o Protege alas células de la retina de sustancias nocivas y al mismo tiempo permite el
pasaje de oxigeno y nutrientes de la sangre (funcién de barrera hematorretiniana).

e Fagocita y elimina los discos membranosos de los segmentos externos de los
fotorreceptores.

o Participa en la restauracion de la fotosensibilidad de los pigmentos visuales que se
disocian en respuesta a la luz, ya que el “aparato metabdlico” de resintesis de estos
se encuentran en su citoplasma.

e Sintetiza factores troficos como el PEDF, (Pigment Epithelium Derived Factor).

2. Capa de conos y bastones

En esta capa se encuentran los conos y los bastones que son los encargados de transducir
el estimulo visual y de transmitirlo al SNC. Cada fotorreceptor esta compuesto por diferentes
partes, como se esquematiza en la Figura 3: un segmento externo, que es el sitio fotosensible
y esta en contacto con las microvellosidades de las células del epitelio pigmentario, puede ser
cilindrico (propio del bastdn) o cénico (caracteristico del cono); un pediculo de conexién, que
conecta a ambos segmentos y es una porcién estrecha del fotorreceptor; y, un segmento interno
que se divide en una porcion elipsoide externa (rica en mitocondrias) y una porcién mioide interna
(rica en ribosomas libres). Este segmento, que, al contener la maquinaria metabdlica, se encarga
de mantener la actividad celular de los fotorreceptores, y, por lo tanto, es la regién con mayor
sintesis de proteinas. Ademas, poseen un cuerpo donde se ubica el nucleo y una fibra interna

con un terminal pre-sinaptico con forma de pediculo (cono) o de esférula (bastén).
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Figura 3. Esquema representativo de los fotorreceptores, a la izquierda el baston y a la derecha el cono, tomado del Atlas
de Histologia de Ross y Pawlina.

En el segmento externo se encuentran los discos membranosos, que se forman por
invaginaciones transversales repetidas de la membrana plasmatica en los conos, mientras que
en los bastones son estructuras independientes de la membrana plasmatica. Aqui se encuentra
el pigmento fotosensible, constituido por una proteina llamada opsina, que puede clasificarse
segun la longitud de onda que pueden absorber, y un croméforo llamado retinal (derivado de la
vitamina A), encargado de absorber la luz. Existen diversas opsinas como la rodopsina (comun
en bastones) y la yodopsina (comun en conos). Tanto la rodopsina como la yodopsina son
receptores acoplados a proteina G (GPCR) que, al ser activadas, alteran la conformacién de una
proteina G denominada transducina. La rodopsina tiene mayor sensibilidad a la luz dado que se
decolora con esta (es decir, ante el estimulo visual). Tiene una absorcion maxima en los 496
nanémetros (nm) y la imagen obtenida se compone en tonos grises. La yodopsina, en cambio,
tiene tres tipos, y estos le otorgan el nombre al cono: los L, los M y los S que son sensibles a
longitudes de ondas largas, medianas y cortas respectivamente. Son menos sensibles a la
intensidad de luz, pero cada una es activada por la absorcion de la luz a longitudes de onda del
azul, 420 nm (S), del verde ,531 nm (M), y del rojo, 588 nm (L), del espectro cromatico. Por lo

tanto, es el pigmento encargado de formar la imagen a color.
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Por otro lado, la distribucién de los fotorreceptores en la retina no es homogénea dado que,
los conos, en su mayoria, estan concentrados en la fovea central lo que le da una mayor agudeza
visual, es decir, que es la zona de mejor resolucion 6ptica y también la responsable de la vision
en color. Ademas, esta region carece de vasos lo que le otorga una coloracion amarillenta (por
presencia del pigmento xantofila) por lo que se conoce como macula lutea. Mientras que, la
extrafévea es donde se da la vision periférica que cuenta con una mayor proporcién de bastones,
por lo que es la regién de mayor sensibilidad a la intensidad de la luz, es decir que detecta los

cambios de contraste lo cual permite la deteccion de formas y la visién blanco/negro.
3. Membrana limitante externa

Es el limite superficial apical de las células de Miiller y, aunque esta formada hilera de uniones
adherentes que conectan los extremos apicales de las células de Muller entre si y con los
fotorreceptores, no se la considera una membrana verdadera. Los segmentos internos y externos
de los conos y bastones perforan esta capa. Ademas, actia como una barrera metabdlica que

restringe el paso de moléculas grandes hacia las capas mas internas de la retina.
4. Capa nuclear externa

La capa nuclear externa (CNE) contiene los cuerpos celulares y nucleos de los
fotorreceptores. El nucleo de los bastones esta rodeado de poco citoplasma, es pequeio, ovalado
y se encuentra separado del resto del segmento interno por un istmo citoplasmatico estrecho,
mientras que el nucleo de los conos, que esta cerca del segmento externo, es grande, ovalado y

rodeado de mucho citoplasma.
5. Capa plexiforme externa

Esta capa es considerada una de las regiones sinapticas de la retina debido a que aqui se
encuentran las prolongaciones de los fotorreceptores, neuronas horizontales, amacrinas y
bipolares. Estas prolongaciones permiten el acoplamiento eléctrico entre las células
fotorreceptoras y las interneuronas mediante contactos sinapticos. Los conos hacen sinapsis,
mediante una prolongacion final llamada pediculo, con una sola neurona bipolar, mientras que

los bastones, a través de la esférula, hacen sinapsis con varias neuronas bipolares.
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6. Capa nuclear interna
La capa nuclear interna (CNI) se caracteriza por contener a los nucleos de:

e Células de Miiller: Clasicamente se las ha descripto como células de sostén que forman
el esqueleto de la retina, ya que sus prolongaciones envuelven a otras células de la
retina. Ademas, su citoplasma ocupa practicamente todo el espacio extracelular. No
obstante, su funcion va mucho mas alla del simple sostén; estan involucradas en la
recaptacion de glutamato, el mantenimiento de la salud neuronal y la regeneracion
mediante transdiferenciacion en diferentes especies. El extremo basal de las células de
Mdller forma la capa limitante interna (por sus uniones adherentes), mientras que el
apical forma parte de la capa limitante externa y tiene microvellosidades que dan hacia
los conos y los bastones.

o Neurona Bipolares: tienen prolongaciones dendriticas que llegan hasta la capa
plexiforme externa y axones que llegan hasta la capa plexiforme interna, ademas, forman
sinapsis con varias neuronas ganglionares (tipico de la extrafévea). Sin embargo, en la
févea central la relacidon entre célula bipolar y ganglionar es de uno a uno, tal y como se
da con el cono, es de esta manera que se alcanza la mayor agudeza visual.

o Neuronas Horizontales: extienden prolongaciones que llegan hasta la capa plexiforme
externa donde se entrecruzan con las prolongaciones de las neuronas bipolares. Sus
dendritas son estimuladas por las esférulas de los bastones y pediculos de los conos,
mientras que sus axones realizan sinapsis inhibitorias con los fotorreceptores.

¢ Neuronas Amacrinas: tienen muchas ramificaciones para establecer sinapsis con
axones de neuronas bipolares, dendritas de neuronas ganglionares y neuronas de la
capa plexiforme interna como las interplexiformes y otras neuronas amacrinas.

¢ Neuronas interplexiformes: extienden prolongaciones que establecen sinapsis en las
capas plexiforme interna y externa y se encargan de transmitir impulsos eléctricos desde

la primera hacia ambas plexiformes.

Los capilares de vasos retinianos solo llegan hasta esta capa y es por esto que las células
fotorreceptoras realizan los intercambios metabdlicos con los liquidos extracelulares
transportados desde los vasos de la coroides a través de la barrera hematorretiniana del EPR

mencionada previamente.
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7. Capa plexiforme interna

Esta capa es la segunda regién sinaptica de la retina ya que contiene las conexiones
sinapticas entre los axones de las neuronas bipolares y las dendritas de las neuronas
ganglionares, asi como también los sitios de sinapsis entre prolongaciones de neuronas

amacrinas, ganglionares, bipolares e interplexiformes.
8. Capa ganglionar

Contiene los cuerpos neuronales y los nucleos de las neuronas ganglionares. De sus somas
surge las prolongaciones axonicas que se forman el nervio 6ptico, mientras que sus dendritas se

ramifican en la capa plexiforme interna.
9. Capa de fibras del nervio éptico

Estad compuesta por las prolongaciones axénicas amielinicas de las neuronas ganglionares
que salen de la retina hacia el SNC. Estas fibras forman un estrato aplanado que es paralelo a la
superficie de la retina, que va aumentando de espesor a medida que las fibras nerviosas
convergen a la altura del disco éptico. A partir del mismo, son mielinizadas por oligodendrocitos

y constituyen el nervio optico.

10. Capa limitante interna

Esta capa esta formada por la lamina basal de las células de Miiller, formando asi un limite

interno en la retina. Esta capa separa a la retina del cuerpo vitreo.

1.3 Via Sensorial Visual

Cuando la luz llega al segmento externo de los fotorreceptores, ocurre una reaccion
fotoquimica de los conos y bastones. Esta energia luminica causa cambios en la conformacion
de los pigmentos presentes en los discos. La membrana plasmatica del segmento externo
contiene canales catidnicos regulados por GMP ciclico (GMPc). La corriente producida por estos
canales despolariza a la célula y llevara a la liberacion de glutamato (neurotransmisor) al espacio

sinaptico compartido con la neurona bipolar (Ross & Pawlina, 2006).

La opsina (GPCR) tiene como molécula sefal a los fotones de luz. Estd asociada a una
proteina G llamada transducina, que al activarse estimula una fosfodiesterasa la cual degrada
GMPc. Como se menciond previamente, la opsina esta unida al retinal, que tiene dos
conformaciones cis (inactiva) y trans (activo). El mecanismo es el siguiente (Figura 4): el GPCR,
unido al cis-retinal, se isomeriza a trans-retinal cuando absorbe un sdélo foton. Este cambio

conformacional permite que el retinal interactue con la proteina G asociada y active su subunidad
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alfa, que, a su vez, activa a la fosfodiesterasa. En condiciones de baja luminosidad, las células
fotorreceptoras estan despolarizadas debido a que los canales catidnicos se encuentran abiertos,
generando una corriente continua. En cambio, en presencia de luz, el foton activa el GPCR,
llevando a la degradacion del GMPc. Con menos GMPc unido a los canales cationicos, estos se

cierran.
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. 3 Na+
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Ausencia de Luz
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Figura 4. A la derecha, un esquema del ciclo visual simplificado traducido (Ciclo Visual.jpg - Wikimedia
Commons, 2013) y a la izquierda un esquema del mecanismo de la transduccién de la sefial ejemplificado
para un cono inspirado en una imagen de un articulo de la pagina de “area oftalmolégica avanzada” en el

Hospital Universitario Dexeus.

1.4 Enfermedades Degenerativas de la Retina

Las enfermedades que afectan a la retina se pueden clasificar en dos grupos principales
(Ross & Pawlina, 2006):

e De la retina interna: Generalmente estan asociadas a dafnos en las neuronas

ganglionares y puede ocurrir por un aumento en la presion intraocular durante tiempo
prolongado como sucede en el Glaucoma, o por alteraciones de los vasos sanguineos
de la retina como consecuencia de la diabetes (retinopatia diabética).

o De laretina externa: Afectan al epitelio pigmentario de la retina y a los fotorreceptores.

Entre las enfermedades asociadas a esta zona de la retina se encuentra la retinitis
pigmentaria, que es una degeneracion continua de los fotorreceptores. Comunmente,
los bastones son los mas afectados dado que son los mas sensibles a la luz, puede
ser hereditaria y generalmente es causada por defectos genéticos. La enfermedad de

Stargardt, también conocida como distrofia macular juvenil, en la que se mueren los
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fotorreceptores ubicados en la macula. Se da en nifios y adultos jévenes, es
hereditaria y causa ceguera. Finalmente, se encuentra la degeneraciéon macular
asociada a la edad (DMAE) que, como su hombre indica, se desarrolla con la edad y

afecta a la vision central.

1.5Degeneracion Macular Asociada a la Edad

La enfermedad

La degeneracion macular asociada a la edad ocurre cuando la macula se deteriora y empeora
con el avance de la edad del paciente por lo que una de las consecuencias de esta son la pérdida

de la vision central sin que se afecte la vision periférica (Figura 5).

Vision de paciente sin DMAE Vision de paciente con DMAE

Figura 5. Visién de un paciente sano y de un paciente con DMAE. Imagen tomada de un articulo de “Somos tu

optometrista” del Colegio Oficial de Opticos-Optometristas de Andalucia.

La DMEA puede dividirse en cuatro estadios (Deng et al., 2021):

1. Caracterizado por los cambios tipicos de la edad, con pequefias drusas no
pigmentadas.

2. En este estadio, las drusas aumentan su tamafo hasta llegar a un diametro intermedio,
y las células del EPR no presentan anomalias.
Las drusas alcanzan su tamafio maximo y las células del EPR muestran anomalias.

Conocido también como DMAE avanzada.

Desde un punto de vista clinico, la DMAE se clasifica en dos formas la seca y la himeda

(neovascular), que es considerada una complicacion de la primera. La degeneracion seca es mas

comun y afecta a la macula lutea, causando atrofia y despigmentacion de la EPR, asi como la
aparicion de depdsitos localizados en la membrana basal del EPR y la membrana de Bruch,
llamadas drusas. Las drusas son de color blanco amarillento, estan formadas de lipidos y de
proteinas y pueden tener diferentes tamafos (pequefas, medianas y grandes). Clinicamente se

las clasifica en blandas o duras, las primeras suelen ser mas grandes y tienen bordes indistintos
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con tendencia a confluir, mientras que las segundas, generalmente, si su cantidad aumenta son
consideradas un factor de riesgo para el desarrollo de la enfermedad. Ademas, se pueden
clasificar en “llenas de colesterol”, “apariencia cristalina” o “policromaticas”. Generalmente, la
aparicion de las drusas en un paciente se da primero en un ojo y, luego, con el tiempo se da en

el otro (Smiddy & Fine, 1984).

Por otro lado, la DMAE humeda se debe a la neovascularizacién, donde los vasos delgados

y fragiles a menudo filtran su contenido produciendo exudados y hemorragias en el espacio que
hay debajo de la retina, causando fibrosis y cicatrizacion. Estas afecciones son la causa de la

pérdida progresiva de la vision central en un tiempo corto (Ross & Pawlina, 2006).

Causas

Actualmente se desconocen las causas principales de la DMAE, se considera que se produce
por componentes tanto genéticos como ambientales y por esto es considerada una enfermedad
multifactorial. Entre los posibles factores ambientales se encuentra el avance de la edad, el tipo
de vida (como el tabaquismo, la obesidad o el alcoholismo) y la presion arterial alta. Mientras que
dentro de los factores genéticos se ha reportado que hay al menos 103 locis asociados a esta

condicion (Deng et al., 2021).

Mecanismos

Existen distintos mecanismos, que se cree, que llevan a la enfermedad y dentro de estos se

encuentran (Deng et al., 2021):

e Cambios asociados a la edad en las células del epitelio pigmentario: estos
cambios estan relacionados con la ruptura del balance enzimatico en la matriz
extracelular de la Membrana de Bruch, lo que lleva a la acumulacién de metabolitos en
esta region, disminuyendo el suministro de sangre. Esto provoca la produccion de
VEGEF (factor de crecimiento endotelial vascular) por parte de las células inmunes.

o Estrés oxidativo: la retina es el mayor consumidor de oxigeno del organismo por lo
qgue un desbalance en la produccion y eliminacion de las especies reactivas de oxigeno
pueden llevar al DMAE.

o Metabolismo de lipidos: la presencia de colesterol HDL (high density lipoprotein) esta
asociada al desarrollo de la enfermedad.

¢ Inmunidad e inflamacién: las drusas poseen una gran variedad de factores pro-
inflamatorios.

¢ Neovascularizacion: causada por VEGF.

¢ Otros mecanismos: como la autofagia, ritmo circadiano, etc.
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Terapéutica

La DMAE es una de las principales causas de ceguera irreversible en ancianos alrededor del
mundo. Sin embargo, las opciones terapéuticas dirigidas hacia el tratamiento de esta enfermedad
son muy limitada. El tratamiento clasico incluye el uso de laser para destruir los vasos sanguineos
que surgieron por la neovascularizacion. En los ultimos anos, se han desarrollado técnicas
innovadoras como la inyeccion intraocular de anticuerpos monoclonales, o terapias de
transferencias génica o la translocacion macular (que implica la remocién de la retina a un tejido
lejos del neovascularizado para luego hacer un tratamiento convencional con laser) (Deng et al.,
2021).

Modelo de estudio

Para el desarrollo de este trabajo se utiliz6 un modelo de estudio basado en bibliografia
previa (Solifio et al., 2022a, 2022b; Solifio, 2018). Este modelo se basa en la exposicidén de ratas
de la cepa Sprague Dawley a iluminacién continua por 24 horas, reproduciendo en el animal un
fenotipo similar al de un individuo adulto con degeneracion retiniana (Solifio et al., 2022b). Por
esta razén, es comunmente utilizado para estudiar enfermedades de la retina, ya que provoca la
degeneracién de los fotorreceptores, apoptosis en la capa nuclear externa y degeneracién de la
sinapsis en la capa plexiforme externa (Solifio, 2022b). Las consecuencias incluyen la formacién
de radicales libres (especies reactivas de oxigeno y nitrégeno), que activan el sistema inmune de

la retina, asi como la activacién de la procaspasa-3 y la reactividad glial (Solifio, 2022b).

Ademas, para analizar la efectividad del tratamiento con un agonista total del receptor CB1,
Araquidonil 2-Cloroetilamida (ACEA), se analizaron tres marcadores. El primer marcador
estudiado fue la caspasa-3 activa (Cas3A), que se utiliz6 como marcador de apoptosis, ya que
una de las consecuencias de la iluminacion continua es el estrés por dafo oxidativo que culmina
en la apoptosis, que es una forma de muerte celular programada. Las caspasas son una familia
de enzimas que actuan como proteasas, cortando cadenas de aminoacidos en las que hay un
aspartato, y se encargan de degradar el interior celular (Pombal, s. f.). Estas se sintetizan en
forma de pro-caspasas (forma inactiva) y estan libres en el citosol hasta la llegada de una sefal
de muerte celular (que puede ser por dos vias: intrinseca o extrinseca) y se activan entre si por
clivaje. Se dividen en dos grupos: las iniciadoras, que son las encargadas de activar a las
ejecutoras (o efectoras), que son las que llevan a cabo la apoptosis. Existen varios tipos de
caspasas y cada una tiene un blanco especifico. Dentro del primer grupo se encuentran las
caspasas 2, 8, 9 y 10, mientras que dentro de las efectoras estan las caspasas 3, 6 y 7. La
caspasa-3 es la encargada de activar a la endonucleasa CAD, que corta la cromatina y afecta la

reorganizacion del citoesqueleto, produciendo como consecuencia la ruptura de la célula en
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fragmentos celulares independientes o cuerpos apoptéticos (Pombal, s. f.). Por otro lado, cabe
mencionar que la via intrinseca de la apoptosis se activa por diversas causas, como dafo al ADN,
lesiones en la mitocondria y aumento de especies reactivas de oxigeno (ROS). Las principales
sefales de muerte celular de la via intrinseca son el aumento del Ca?* citosdlico y ROS, ya que
son esenciales para la apertura de poros en la membrana externa de la mitocondria (Zaccagnino
et al., 2012b). Estos poros estan conformados por proteinas pro-apoptéticas de la familia Bcl-2°
(Bax y Bak), que permiten la salida del citocromo C al citosol. Junto con el factor de activacion de
proteasa apoptotica (APAF-1), CARD y pro-caspasas iniciadoras 9, forman el apoptosoma. En
este complejo, por cercania, las pro-caspasas 9 se activan por clivaje entre ellas, dando asi inicio

a la via de muerte celular.

El segundo marcador estudiado fue la proteina &cida fibrilar glial (GFAP), que es un
componente de los filamentos intermedios del citoesqueleto de astrocitos y de las células de
Mdaller. Posee 8 isoformas, generadas por splicing alternativo, y se expresa en subgrupos
especificos, proporcionandole propiedades distintivas a la red de filamentos intermedios del
astrocito. En el sistema nervioso la expresion de GFAP se incrementa ante situaciones de injuria,
que este aumento, es conocido como gliosis reactiva y es interpretada como un fenédmeno
inflamatorio propio del sistema nervioso. En la retina, la expresién de GFAP aumenta en
respuesta a distintas situaciones de estrés, como lo son el estrés oxidativo, desordenes
neurodegenerativos, el avance de la edad (Guillamoén-Vivancos et al., 2015; Wu, 2003) o cuando

los fotorreceptores son dafados (Sarthy et al., 1991).

Finalmente, se evalud la expresion de AKT con la finalidad de conocer si se activan vias de
supervivencia por AKT durante el proceso de reparacion post-iluminacion. AKT es una enzima
con actividad kinasa que fosforila en Serina y Treonina (Cooper y Hausman, 2006). Existen 3
isoformas que provienen de 3 genes distintos. Sin embargo, estructuralmente, todas estan
compuestas por los mismos dominios: un N-Terminal (dominio de homologia de Pleckstrina, PH)
que interacciona con fosfolipidos de membrana, uno central con actividad quinasa y el C-Terminal
hidrofébico que es regulatorio. Las isoformas pueden activar o inhibir diferentes proteinas tanto
en la membrana plasmatica, como en el citoplasma o en el nucleo celular, por lo que existen
numerosos blancos celulares de las isoformas de AKT. Ademas, cada una de las isoformas
cumple funciones propias y otras comunes a todas las isoformas (Cooper y Hausman, 2006)..
Dentro de las principales funciones se encuentran el aumento de: la insercidn del transportador
de glucosa GLUT4 en las membranas celulares para permitir el ingreso de glucosa a las células,

la sintesis de proteinas y la proliferaciéon celular, y el bloqueo de la autofagia a través de la

5 Familia Bcl-2: es una familia de proteinas con funciones tanto pro-apoptéticas (promueven la activacion de las
caspasas) como Bak, Baxy bid o, como anti-apoptdticas (promueven la inhibicidn de las caspasas) como MCL-1.
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fosforilacion del complejo TSC2:TSC1 (inhibidor del complejo mTORC1), entre otras (Aldecoa &
Avila, 2021).

1.6 Cannabinoides

En el organismo humano existen cannabinoides enddgenos o endocanabinoides derivados
del acido araquidonico (lipido) como lo son la Anandamida (AEA) o el 2—-Araquidonoilglicerol (2-
AG). Estos estan involucrados en diversas vias fisiologicas y patolégicas, como Ila
inmunomodulacién, analgesia, apetito y cancer (Malheiro et al., 2022). Sus efectos son mediados
por dos receptores metabotrépicos, CB1 y CB2, y uno ionotrépico (TRPV). Cada receptor se

caracteriza por:

o Receptor CB1: es un GPCR acoplado a proteina Gi/o, que modula un canal de K*
voltaje dependiente y la conductancia de Ca*?, disminuyendo la liberacién de
neurotransmisores. El receptor CB1 inhibe el transporte de aminoacidos excitatorios
de alta afinidad en astrocitos corticales de rata y la liberacion de glutamato en
astrocitos de hipocampo (Navarrete & Araque, 2008; Shivachar 2007). Esta
modulacion del glutamato se considera critica para controlar la excitabilidad
neuronal en condiciones normales y patologicas.

e Receptor CB2: se encuentra principalmente en el sistema inmune. Recientemente
ha sido reportado en el SNC (Onaivi et al., 2006).

e Receptor TRPV1: estd ampliamente distribuido en el SNC, modula diversos

mecanismos tales como la sensacion de saciedad ante la sed.

Cabe mencionar que, se ha reportado la presencia de los receptores CB1 y CB2 en la retina
(Lépez et al., 2010; Yazulla et al., 1999), ambos poseen un rol neuromodulador, lo que permite

proponer posibles roles terapéuticos de los dos en la misma.

Ademas, los cannabinoides pueden ser producidos por plantas (fitocanabinoides) o de
manera sintética. Entre los fitocanabinoides mas conocidos se encuentran el A°-
tetrahidrocannabinol (A°-THC o THC), el cannabidiol (CBD) y el cannabinol (CBN). Entre los
cannabinoides sintéticos, el Araquidonil 2-Cloroetilamida (ACEA) que es notable por su alta
selectividad como agonista total del receptor CB1, siendo casi 1400 veces mas afin a este
receptor que al CB2. Su estructura quimica es similar a la del endocannabinoide AEA (Figura 6)
[14], lo que lo convierte en un candidato ideal para estudiar los mecanismos de accion del

receptor CB1 y de diversos endocannabinoides en el sistema nervioso.
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ACEA

Figura 6. Estructura quimica del ACEA, agonista del receptor CB1 sintético y de 2-AG y AEA dos ligandos cannabinoides
endégenos.

1.7 Antecedentes

La retina es rica en acidos grasos poliinsaturados (PUFA) son blanco del estrés oxidativo
inducido por la luz, considerado una de las causas del DMAE (Ambati et al, 2003; Abbler et al,
1996). Se ha observado que los receptores de canabinoides pueden proteger a las neuronas del
dano oxidativo (Galve-Roperh, 2008), demostrando que el THC y el canabidiol cumplen un rol
neuroprotector frente a la neurotoxicidad inducida por NMDA al atenuar la formacion de
peroxinitritos, evidenciando una interaccion entre el sistema nitrérgico y los receptores CB1 (El-
Remessy et al, 2003).

En un estudio previo del laboratorio (Solifio et al, 2022b), la inyeccion intravitrea de un
agonista total del receptor CB1, ACEA, en ratas Sprague Dawley, administrada 24 horas antes
de la exposicién a luz, redujo el numero de nucleos apoptéticos en la capa nuclear externa, los
niveles de caspasa-3 activa y la reactividad glial (como se evidencia en los niveles de GFAP).
Las RT-PCR cuantitativas mostraron que ACEA disminuyd la expresion de Bcl-2 y CYP1A1. En
contraste, las retinas tratadas con un antagonista del receptor CB1, AM251, presentaron un
mayor numero de nucleos apoptéticos en la capa nuclear externa, niveles elevados de caspasa-
3 y mayor reactividad glial. Ademas, AM251 aumenté la expresion de Bcl-2, Bad, Bax, el receptor
de hidrocarburos aromaticos (AhR), GFAP y TNFa.

Estos hallazgos condujeron al estudio del posible rol terapéutico del agonista del receptor
cannabinoide CB1 en la reparacion de la degeneracion retiniana, utilizando un modelo animal de
ratas Sprague Dawley expuestas a iluminacion continua. En este caso, el tratamiento se aplicara

después del dafo.
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2. OBJETIVO E HIPOTESIS
2.1 Hipotesis

La inyeccion intravitrea en la retina de ratas Sprague Dawley de un agonista del receptor
cannabinoide CB1 (ACEA) induciria neuroproteccion frente a los danos causados por la
iluminacion continua como modelo de DMAE, inhibiendo la muerte celular, la gliosis reactiva y

mejorando la funcion de la retina.

2.2 Objetivos Generales

El objetivo general de este trabajo es evaluar la eficacia del tratamiento con un agonista del
receptor de cannabinoide CB1 (ACEA), administrado de forma intravitrea después de la
iluminacién por 24 horas y 7 dias de recuperacion, como herramienta para disminuir o reparar el

dafio neuronal y la reactividad glial inducidas por iluminacion continua.
2.3 Objetivos Especificos
Con el fin de evaluar la eficiencia del tratamiento con ACEA, se realizaron ensayos de:

1- Inmunofluorescencia para la expresion de GFAP y caspasa-3 activa seguida de
cuantificaciéon por analisis de imagenes.
2- Western Blot para la cantidad relativa de GFAP, caspasa-3 activa y AKT seguida de su

cuantificacion relativa.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Animales de Experimentacion

El cuidado y uso de animales fue aprobado por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de
Animales de Experimentacion (CICUAL) de la Facultad de Medicina (RESCD-2023-787-E-UBA-
DCT#FMED). En el presente proyecto se utilizaron quince ratas macho de la cepa Sprague-
Dawley de 2 meses de edad aproximadamente. Las mismas se mantuvieron bajo el cuidado del
Bioterio del Instituto de Biologia Celular y Neurociencia (IBCN) en jaulas (2/3 individuos por jaula)
a temperatura (22 °C £ 2) y fotoperiodo (12 horas luz-oscuridad) controlado. Ademas, se los
dividi6 en grupos de cinco individuos donde 10 fueron destinados a estudios de
inmunocitoquimica y 5 para WesternBlot. Ademas, se utilizaron 2 hembras de la cepa Wistar, de
aproximadamente 7 meses. Se las ilumind de forma continua durante 24 horas y no se les aplicé
ningun tratamiento farmacolodgico. Las ratas hembra fueron sacrificadas una hora después de la
iluminacion continua y se emplearon como control positivo del anticuerpo de Cas3A, ya que el
pico mas alto de actividad de la caspasa-3 se alcanza entre las 24 y 48 horas post-iluminacion,
mientras que las muestras se recolectaron entre 5 y 6 dias luego del mismo. Por lo tanto, se
considerd necesario verificar, mediante inmunofluorescencia, la localizacion de la marca del

anticuerpo y su funcionalidad.

3.2 Tratamiento

Para poner a prueba la hipotesis planteada, se trabajé con retinas de las ratas iluminadas en

dos condiciones, donde se inyecto en los ojos de forma intravitrea:

1. Vehiculo: 0.001% DMSO diluido en 0.9 g/l NaCl.
2. Droga: un agonista del receptor CB1, ACEA (0.0367mg/ml), en 0.001% DMSO diluido
en 0.9 g/l NaCl.

Cada animal recibié tanto el vehiculo como la droga, siendo el ojo izquierdo (vehiculo) tratado
con el vehiculo y el ojo derecho (droga) tratado con el agonista ACEA. La concentracion final en
el vitreo fue de 10 uM de ACEA, con un volumen de 5 pl, dosis elegida basada en estudios previos
(Yazulla et al., 1999).

3.3 Procedimiento Experimental

El procedimiento experimental se muestra en la figura 7. Los animales fueron expuestos a luz
constante durante 24 horas en una jaula de acrilico blanco (de 60x60x60) con viruta y 10
lamparas dicroicas de luz blanca, con una intensidad de entre 10.000 — 12.000 lux. La jaula se
colocé en una sala de conducta dentro del bioterio del Instituto equipada con ventiladores y aire

acondicionado a 22° para mantener la temperatura de la jaula a 21° + 2°C. Dentro de la jaula se
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les coloco un sensor de temperatura para controlar que la misma no subiera a mas de 23 °C, y

se les proporcioné una caja de Petri y una botella con agua y comida ad libitum.

Tras las 24 horas, se apagaron las luces del dispositivo y se dejé a las ratas una hora en la
sala de conducta. Luego, se las traslad6 a otra sala donde se las pesé y se las anestesié con
Ketamina (40 mg/kg; Ketamina 50®, Holliday-Scott SA, Argentina) y Xilazina (5 mg/kg; Kensol®,
Konig SA.Argentina). Tras confirmar la anestesia total, se les administré una gota de anestésico
local sobre la cornea (AlconVR8), Luego, se procedié a inyectarle intravitreamente (por debajo del
cristalino) 5 pl de tratamiento (droga o vehiculo) en cada ojo con una jeringa Hamilton (Reno, NV,
EE. UU.) con una aguja de 24G. Posteriormente, se aplicé eritromicina (EleaR) sobre la cérnea
para prevenir posibles infecciones en los ojos debido a la intervencién. Finalmente, las ratas
fueron devueltas a la sala comun del bioterio para su recuperacion durante 7 dias bajo las

condiciones previamente descritas.

Después de una semana, se procedioé a diseccionar los ojos de los animales y al posterior
sacrificio. Para ello, se las volvid a anestesiar y, tras la diseccion, se realizd la eutanasia por
exposicion a CO2 en una camara. El material para Western Blot se almacené inmediatamente a
-80 °C hasta su uso. El material para microscopia 6ptica fue fijado por inmersiéon en
paraformaldehido al 4% en buffer fosfato 0.1M a pH 7.4 durante 24 horas, y luego se incluy6 en

parafina para ser cortado en un microtomo tipo Minot (Leica) con un espesor de 5 micras.

24 horas de iluminacién continua
(10.000 - 12.000 lux)

Condiciones de temperatura (22
°C * 2)y fotoperiodo (12 horas luz- 1 hora de
oscuridad) normales. lemEEEs

7 dias de recuperacion en
condiciones de fotoperiodo normales

|
! I

‘ : : . t Toma de muestras para
| Ojo lzquierdo-> Vehiculo: ! |

|

‘

|

0.001% DSMO diluido en 0.9  Inmunofluorescenciay |

15 machos Sprague- i i s
g/l NaCl. ' i Western Blot, y posterior |

Dawley de 3 meses | ) : ‘
y Ojo Derecho ->Droga: ACEA | eutanasia. |

(0.0367mg/ml), en 0.001%
DSMO diluido en 0.9 g/l
NaCl. '

Figura 7. Esquema del procedimiento experimental descripto.

8 AlconMR: cada mL contiene clorhidrato de proparacaina 5,0mg.
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3.4Técnica de Inmunofluorescencia

Los cortes de 5 um fueron desparafinados en Xilol y rehidratados en alcoholes en graduacién
decreciente. A continuacion, se realizaron 3 lavados de 10 minutos en PBS y se bloqueé las
secciones con suero normal de oveja (SNO) al 3% en PBSx durante una hora a temperatura
ambiente en camara humeda. Transcurrido el tiempo, se las incubd con anticuerpo primario anti
GFAP (anticuerpo policlonal hecho en conejo, Dako Ink, Cat:Z0334) dilucion [1:500] o Caspasa 3
activa (BD Pharmingen™ Purified Rabbit Cat:559565) dilucion [1:100] diluidos en PBS + SNO

1%. Dejandolos over night a 4°C en camara humeda.

Al otro dia, se realizaron 3 lavados de 10 minutos en PBS y se incubd con el anticuerpo
secundario Biotinilado (Biotinylated Goat anti-rabbit atb. Sigma Chemical Co.MO Cat:B8895) en
dilucién [1:500] por una hora a temperatura ambiente. Se volvieron a realizar 3 lavados en PBS
por 10 minutos y se puso a incubar con Streptavidina-Alexa 635 (Streptavidin-Alexa Flour® 635
conjugate- Thermo Fisher Scientific Inc. Cat: A-31576) en dilucion [1:50] por una hora temperatura
ambiente. Luego, se hicieron 2 lavados en PBS por 5 minutos y se incubé con DAPI (SIGMA
Cat:32670) por 10 minutos. Finalmente, se realizaron 3 lavados de 10 minutos en PBS y se

montaron las secciones con glicerol-PBS (3:1) y sellados con esmalte.

Al tercer dia, se tomaron fotografias de las secciones con el microscopio de fluorescencia
Olympus ix81 (DP71 Olympus) mediante una cdmara CCD en color de un solo chip. Todas las
imagenes fueron tomadas bajo las mismas condiciones de luminosidad, tiempo de exposicion y

tonos para ambos grupos experimentales.

3.5 Analisis de Imagenes

Las imagenes tomadas fueron analizadas con Fiji software (NIH, Research Services Branch,
NIMH, Bethesda, MD) en 8 bits, con una misma escala para todas las imagenes (escala en um) y
a ciegas, es decir que el operador desconocia la condicidon de tratamiento de la seccion de la

imagen. Los parametros medidos se mencionan a continuacion.

Porcentaje de Area Inmunomarcada de Caspasa-3 Activa

Se tomo como region de interés (ROI) a la Capa Nuclear Externa (capa de los nucleos de los
fotorreceptores), que se encuentra entre la capa limitante externa (CLE) hasta la capa plexiforme
externa (CPE), ya que la muerte de fotorreceptores ocurre alli y es en esta zona donde aparece

la inmunomarcacion para Caspasa 3 activa (Figura 8).
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Caspasa-3 Activa

Figura 8. Imagenes de ejemplo del ROl elegido para medir el area inmunomarcada de caspasa-3 activa.
Ambas imagenes corresponden a una misma seccion de una retina tratada con ACEA. A: Ejemplifica el area
seleccionada como de interés. B: Ejemplifica el area de la capa nuclear externa (CNE), que es a la que se
relativiza.

A continuacion, se relativizd esta area al area existente entre la CLE y CPE midiéndola en
DAPI (ecuacion 1):

Area Inmunomarcada de Caspasa 3 Activa 100
X

Area Capa Nuclear Externa

Ecuacién 1. Relativizacion del area relativa positiva para caspasa-3 activa. Se multiplica por 100
para expresarlo como porcentaje.

Porcentaje de Area Inmunomarcada de GFAP

Se tomd como region de interés (ROI) el area de la retina que va desde la capa limitante
externa hasta la limitante interna ya que es la region donde las células de Miller extienden sus
procesos celulares (Figura 9). Una vez determinado el ROI, se midi6 el area positiva de
inmunoreactividad para el anticuerpo de GFAP en esa area mediante el porcentaje del

Thresholded que fue individual para cada imagen.
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Figura 9. Ejemplo del ROI elegido para medir el area inmunomarcada de GFAP de una retina tratada con
vehiculo.

Densidad Optica GFAP y Caspasa-3 Activa

Para calcular la densidad o6ptica (DO) se armaron los ROI, siendo estos las zonas donde se
observa la marca (Figura 10). Luego se invirti6 los colores de la imagen mediante la accion de
“invert Lut”. Es decir, normalmente en el programa el cero (ausencia de marca) es representado
por el negro y el valor de 255 por el blanco (presencia de marca). Pero, si se invierten los colores
el cero pasa a ser el blanco, es decir que este ahora representa la ausencia de marca y el negro
la presencia de esta. Bajo esta condicion se midié la media de grises de la imagen para, a

continuacion, calcular la DO dada por la siguiente ecuacién (ecuacion 2):

255
Media de Grises

log( )

Ecuacién 2. Densidad Optica, calculada con el logaritmo en base 10.
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Figura 10. A: Ejemplo del ROl elegido para medir la DO de GFAP. B: Ejemplo del ROI elegido para medir el
DO de caspasa-3 activa. Ambas imagenes corresponden a una retina tratada con ACEA.

3.6 Técnica de WesternBlot

Para lisar las retinas diseccionadas se las homogeneizd en 100 pl buffer de lisis (Buffer RIPA
(150 mM NacCl, 50 mM TrisHCL, 1% Triton X-100, 0,1% SDS y 0,5% Sodium Deoxycholate) con
5ul de Inhibidor de Proteasas (cOmplete™, Mini, EDTA-free, Roche. CAT 4693132001). Y luego,
se le agregaron 150 ul mas (250 ul finales por Eppendorf) y se los colocd por 10 minutos en frio.
Pasado este tiempo, se los centrifugd a 13000 rpm a 4 °C durante 30 minutos, luego se paso el

sobrenadante a otro Eppendorf y se los guardé a -20 °C hasta su uso.

A continuacion, se realizo la corrida electroforética de las proteinas de las muestras en SDS-
PAGE 10% vy, seguidamente, se las electrotransfirié (transferencia semihumeda) del gel a una
membrana de nitrocelulosa utilizando buffer de transferencia (Metanol 20%, Tris-HCI 25 mM y
Glicina 190 mM) a un voltaje constante de 15V durante 45 minutos. A continuacion, se bloqueod
la membrana con una solucién de TBS Tween 0,1% - leche descremada 3% durante 1h a
temperatura ambiente. Posteriormente, se incubd over nigth a 4°C en agitacion la membrana con
distintos anticuerpos primarios: anti GFAP (Anticuerpo Policlonal anti GFAP hecho en conejo,
DAKO Inc., CA, USA, Cat Z0334) en una dilucién de [1:500] o anti caspasa-3 activa (BD
Pharmingen™ Purified Rabbit CAT 559565) dilucion [1:100], anti AKT (Anticuerpo Policlonal anti
Phospho-AKT Pan (Tyr315, Tyr316, Tyr312) hecho en conejo, Invitrogen. Cat:PA5-37814) en
dilucion [1:500] o anti B-Actina (Anticuerpo Monoclonal Anti- B-Actina hecho en Ratén, Sigma-
Aldrich CAT: A2228) en dilucién [1:2000]. Todos los anticuerpos primarios estaban diluidos en
TBS-Tween 0,1%. Al siguiente dia, se realizaron 3 lavados de 5 minutos TBS-Tween 0,1%. Luego,
se incubd los anticuerpos secundarios respectivos para cada anticuerpo primario (Invitrogen,
Anticuerpo Secundario Dylight 800, Anti IG (H+L) de Conejo hecho en Cabra, Cat: 35571 e
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Invitrogen, Anticuerpo Secundario DyLight 800 Anti IG (H+L) de Ratén hecho en Burro, Cat:SA5-
10172, respectivamente) en dilucién [1:20000] durante una hora a temperatura ambiente, para
luego realizar 3 lavados de 5 minutos con TBS-Tween 0,1% y uno final con TBS unicamente. La

sefal se visualizé con el sistema Odyssey Imaging (LICOR,Inc).

3.7 Analisis de los Western Blot

Para la cuantificacion la densidad optica de las bandas de las proteinas de interés se utilizé
el programa Image Studio Light (LICORbio™). Luego, los datos obtenidos fueron relativizados de

la siguiente manera:

1. Seifal relativa al control de carga: para ello se primero se calcul6 el promedio de sefial

de B-Actina de cada condicién para luego relativizar la cantidad de B-Actina de cada

individuo (ecuacion 3):

Sefial de [ Actina (Droga o Vehiuclo)
Promedio [ Actina de la Condicién

Sefal relativa al control de carga =

Ecuacién 3. Ecuacioén utilizada para determinar la sefal relativa de 8-Actina.

2. Senal relativa: se calcul6 a partir del cociente entre la senal relativa al control de carga

de cada condicion (vehiculo o droga) y el promedio de seial relativa a B-Actina de los

tratadas con el vehiculo (ecuacion 4):

Sefial relativa al control de carga (Droga o Vehiuclo)
Promedio de la Sefial de Interés relativa a 3 Actina de tratadas con vehiculo

Senal relativa =

Ecuacion 4. Ecuacioén utilizada para determinar la sefial relativa de interés.
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3.8 Analisis Estadistico

El andlisis estadistico de los valores obtenidos a partir de las imagenes fue hecho mediante

el Software GraphPad (San Diego, CA). Se realizaron las siguientes pruebas estadisticas:

a- Analisis de Normalidad: mediante una prueba de Shapiro- Wilk se tested la existencia
de ajuste a una distribucién Gaussiana para cada set de datos obtenidos.
b- Test de datos atipicos: test de Grubbs para ambas técnicas Alpha 0.05.

c- Test estadistico: Student’s t-test no pareado con una confianza del 95 %.

~ 26 ~



RESULTADOS




Resultados

4. RESULTADOS

4.1 Validacion del anticuerpo anti-Caspasa-3 Activa empleado

La figura 11 muestra una retina sin tratar, iluminada durante 24 horas de forma continua. Se
observa que la ubicacién de la marca es la esperada, en la capa nuclear externa (capa de nucleos

de los fotorreceptores), lo que valida la efectividad del anticuerpo empleado.

Retina Control Positivo

Caspasa 3 Activa

Figura 11: Imagen de una seccioén inmunomarcada con el anticuerpo anti-caspasa-3 Activa (en rojo) y DAPI
(en azul), barra de escala: 100um.

4.2 Resultados de Inmunofluorescencia

Porcentaje de Area Inmunomarcada y Densidad Optica de Caspasa-3 Activa

Después de 7 dias de recuperacion post-iluminacion, tanto las retinas tratadas con ACEA
como las tratadas con el vehiculo presentaron inmunoreactividad para Cas3A, localizada en la
capa nuclear externa (Figura 12.A). El porcentaje de area reactiva para caspasa-3 activa fue
significativamente menor en las retinas de animales tratados con un agonista selectivo del
receptor CB1 en comparacion con la de los animales tratados con el vehiculo (p-valor: 0,0456)
(Figura 12.B). Por otro lado, la densidad 6ptica en las retinas tratadas con ACEA tendi6 a ser
mayor que en las tratadas con el vehiculo sin ser estadisticamente significativa (p-valor: 0,0943)
(Figura 12.C).
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Retina Tratada con Vehiculo Retina Tratada con ACEA

Caspasa 3 Activa Caspasa 3 Activa
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Figura 12. A. Imagenes de las secciones inmunotefidas con el anticuerpo anti-caspasa 3 activa (en rojo) y
DAPI (en azul), barra de escala: 100um. A la izquierda una retina tratada con vehiculo y a la derecha una
retina tratada. Observandose mayor inmunomarcacion en la retina control respecto de la tratada. B.
Porcentaje de area inmunomarcada de caspasa-3 activa, donde los circulos a las retinas tratadas con
vehiculo y triangulos representan a las retinas tratadas con ACEA. Se representa la media de cada
tratamiento junto con su desvio estandar (SD) (Vehiculo, n=8 y ACEA, n= 10). Test t de Student. (*p < 0,05).
C. Densidad Optica de Caspasa 3 Activa donde se representa la Media de cada tratamiento y el desvio
estandar (SD) (Vehiculo, n= 5y ACEA, n=5). Test t de Student. (P-valor: 0,0943).
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Porcentaje de Area Inmunomarcada y Densidad Optica de GFAP

Los resultados indicaron que, después de 7 dias de recuperacion post-iluminacion, tanto las
retinas tratadas como las de control mostraron inmunoreactividad para la proteina acida fibrilar
glial (GFAP) (Figura 13.A). Esta reactividad se localizé principalmente en la regién interna de la
retina y estuvo asociada a los procesos internos de las células de Miiller. El porcentaje de area
inmunomarcada para GFAP en las retinas tratadas con la droga ACEA mostré una tendencia a
ser menor en comparacion con las retinas tratadas con el vehiculo (Figura 13.B) sin ser esta
diferencia estadisticamente significativa (p-valor: 0,464). Finalmente, la densidad optica fue
mayor en las retinas tratadas en comparacion con las tratadas con vehiculo (Figura 13.C),

aunque esta diferencia no alcanzé significancia estadistica (p-valor: 0,377).
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Retina Tratada con Vehiculo Retina Tratada con ACEA

Capa limitante interna

B. C. . o
) Densidad Optica GFAP
% de Area GFAP
1.1+
20— A
15 g
- ] -E-' 1'[]_
% ‘C
2 - 3 .
< 104 <
= ® ° 7]
= . § 0.9+ .
A 3 .o
5_
[ oL SN A
0.8 , ,

0 I I

Vehiculo Tratado

Vehiculo Tratado

Condicion

Condicion

Figura 13: A. Imagenes de las secciones inmunotefiidas con el anticuerpo anti GFAP, barra de escala:
100um. A la izquierda una retina tratada con vehiculo y a la derecha una retina tratada con ACEA. B.
Porcentaje de area inmunomarcada de GFAP. Los circulos a las retinas tratadas con vehiculo y triangulos
representan a las retinas tratadas con ACEA. Se grafica la media de cada tratamiento junto con su desvio
estandar (SD) (Vehiculo, n=9 y ACEA, n=9). Test t de Student. (P-valor: 0,464). C. Densidad Optica de GFAP
donde se representa la Media de cada tratamiento junto con el desvio estandar (SD) (Vehiculo, n=5 y ACEA,
n=5). Analisis de datos con test t de Student. (P-valor: 0.377).
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4.3 Resultados de la Técnica de Western Blot

Caspasa 3 Activa

Para evaluar la presencia y cantidad relativa de Cas3A en las retinas bajo ambas condiciones
tras 7 dias de recuperacion post-iluminacion, se utilizé la técnica de WB (Figura 14.A). Los
resultados mostraron que la cantidad relativa del marcador de apoptosis empleado en las retinas
tratadas con ACEA fue menor en comparacion con las retinas tratadas con vehiculo (Figura 14.B)

sin ser esta diferencia estadisticamente significativa (p-valor: 0,230).

A.
p- Actina
Caspasa 3 Activa
WM Retinas Control Retinas Tratadas
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Figura 14: A WB para Caspasa 3 Activa (Peso Molecular: = 17 kDa) y - Actina (Peso Molecular: = 43
kDa) de muestras de retinas tratadas con vehiculo y de retinas tratadas con el agonista del receptor de
CB;. B. Serial Relativa de Caspasa 3 Activa, donde los circulos a las retinas tratadas con vehiculo y
triangulos representan a las retinas tratadas con ACEA. Se grafica la media de cada tratamiento y el
desvio estandar (SD) (Vehiculo, n=3 y ACEA, n= 4). Test t de Student. (P-valor: 0,230).
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GFAP

Los resultados del ensayo de WB para la deteccion de la proteina acida fibrilar glial mostraron
la presencia de esta proteina tanto en retinas tratadas con ACEA como en las tratadas con
vehiculo, tras 7 dias de recuperacion post-iluminacion (Figura 15.A). No obstante, la cantidad

relativa de GFAP en ambas condiciones no mostré diferencias significativas (Figura 15.B) (p-

valor: 0,798).
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Figura 15: A. WB para GFAP (Peso Molecular: = 50 kDa) y g- Actina (Peso Molecular: = 43 kDa) de
retinas tratadas con vehiculo y tratadas con ACEA. B. Sefial Relativa de GFAP, donde circulos a las
retinas tratadas con vehiculo y los triangulos representan a las retinas tratadas. Se grafica la media de
cada tratamiento y el desvio estandar (SD) (Vehiculo, n=3 y ACEA, n=5). Test t de Student. (P-valor:
0,798).
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AKT-P

Para determinar la cantidad de P-AKT presente en las retinas, tras el tratamiento post-
iluminacion y el periodo de recuperacion se empledé el ensayo de WB (Figura 16.A). La
cuantificacion revel6é que la cantidad relativa de P-AKT en las retinas tratadas con ACEA mostré

una tendencia a ser menor sin ser estadisticamente significativa en comparacioén con las retinas

tratadas con el vehiculo (Figura 16.B), (p-valor: 0,508).
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Figura 16: A WB para AKT (Peso Molecular: = 56 kDa) y - Actina (Peso Molecular: = 43 kDa) de
muestras de retina tratada con vehiculo y de retinas tratados con ACEA. (B) Cuantificacion de las
bandas de P-AKT. Los circulos a las retinas tratadas con vehiculo y triangulos representan a las retinas
tratadas con ACEA. Se muestran la media de cada grupo y el desvio estandar de la muestra (SD)
(Vehiculo, n=3; ACEA, n=4). Se realiz6 una prueba t de Student, con un p-valor de 0,508.
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5. DISCUSION

El receptor CB1 se expresa en la retina de diversas especies, incluyendo a las ratas, donde
se localiza en las capas plexiformes externas e internas (las capas sinapticas de la retina) y en
las capas de conos y bastones. Ademas, esta presente en varios tipos de neuronas, como las
horizontales, amacrinas y ganglionares. Se ha reportado que la via del receptor CB1 juega un
papel en la neuroproteccion, previniendo el dafio y la degeneracién neuronal (Smiddy et al.,
1984), Por otro lado, su activacion en la pre-sinapsis inhibe retrogradamente la liberacién de
glutamato, mejora el control de la excitabilidad neuronal y regula la plasticidad sinaptica. También
induce un aumento en la expresion del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), lo que
contribuye a la supervivencia neuronal a través de mecanismos de neuromodulacién. En la retina,
algunos cannabinoides han demostrado tener un efecto neuroprotector sobre las células

ganglionares sometidas a estrés oxidativo, evitando asi su muerte (Pinar-Sueiro et al., 2011).

Estas evidencias han llevado a proponer el uso de agonistas del receptor CB1 como una
posible terapia para enfermedades retinianas. Por ejemplo, en glaucoma, se ha observado que
el uso de estos agonistas ayuda a reducir la presion intraocular. La via de los receptores CB1 en
el epitelio no pigmentado del cuerpo ciliar y en los vasos coroideos podria ser uno de los
principales mecanismos a través de los cuales los agonistas cannabinoides podrian disminuir la
presion intraocular al reducir la produccién de humor acuoso. Ademas, la inhibicién de la
excitotoxicidad mediada por glutamato también es relevante, dado que en el glaucoma los niveles
intravitreos de glutamato estan elevados. Esta excitotoxicidad tiene efectos téxicos sobre la
retina, particularmente sobre las células ganglionares, que se afectan tempranamente en el

glaucoma (Pinar-Sueiro et al., 2011).

En el presente trabajo se evaluo la eficiencia del tratamiento con ACEA, un agonista selectivo
del receptor CB+, para reducir la muerte celular de los fotorreceptores y la reactividad glial

causada en la retina tras el dafio inducido por iluminacion continua.

En estudios previos, se demostro que la iluminacion continua durante 24 horas lleva al estrés
celular que incrementa los niveles de expresién de GFAP en las células de Miller (Guillamén-
Vivancos et al., 2015) y caspasa-3 activa, debido a que se activan las vias de muerte celular
programada en los fotorreceptoras de la retina (Wu et al., 2002). Mientras que, en el presente
estudio, tras la administracién de un agonista total del receptor CB1 y un periodo de recuperacién
de 7 dias, también se observo una expresion de GFAP elevada en ambas condiciones, sugiriendo
que el tratamiento con ACEA no tuvo los efectos esperados. Esto podria deberse a que las células
de Miller no expresan receptores CB1, asi como tampoco del receptor CB2 (Schwitzer et al.,

2016). No obstante, si se reveld una menor activacion de caspasa-3 en las secciones estudiadas
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por IF, lo que indica un efecto positivo de ACEA en la reduccion la apoptosis post-iluminacion.
Finalmente, como se ha reportado que la activacion de la via de AKT contribuye a la supervivencia
de las células neuronales (Brunet et al., 2001) y, ademas, estudios en modelos murinos se ha
demostrado que la activacion de AKT durante la degeneracion de la retina favorece la
supervivencia y previene la apoptosis en los fotorreceptores (Jomary et al., 2006). Sin embargo,
los resultados obtenidos no mostraron que la droga actue a través de esta via. Cabe mencionar
que, estos resultados son preliminares y no permiten descartar completamente esta posibilidad.
Es importante seguir investigando y agregar estudios adicionales, probando con un anticuerpo
para AKT distinto ya que el empleado reconoce AKT fosforilada en tirosina. Segun se ha
reportado, esta kinasa es parcialmente activada al ser fosforilada en el sitio de unién Treonina
308 por PDK1 y se completa su activaciéon al ser fosforilada en la Serina 473 en su extremo C
terminal (Nitulescu et al., 2018). La forma de AKT reconocida por el anticuerpo empleado no es

la forma activa.

Alternativamente podria justificarse que el efecto protector de CB1 sea mediado por la
inhibicion de la via intrinseca mitocondrial de la apoptosis. Las mitocondrias son la “fabrica de
energia” de las células, participan en el estrés oxidativo, homeostasis del calcio, la generacién
de especies reactivas de oxigeno (ROS) y muerte celular programada (Ma et al., 2015). Se ha
reportado que las mitocondrias poseen el receptor CB1 (mtCB1) en su membrana externa y éste
juega un papel importante dentro de la via mitocondrial de la apoptosis, siendo su rol anti-
apoptotica Por ejemplo, se ha reportado que 2-AG, otro agonista del receptor CB1 inhibe la
liberacion de citocromo C a partir de los poros sensibles a Ca*? y a Cicloporina A”. Ademas,
reportaron que, el aumento Ca*? intracelular promueve la produccion de 2-AG. Esto podria jugar
un papel importante en la inhibicion de la liberacién de las proteinas pro-apoptéticas (Zaccagnino
et al., 2012b).

Oftra explicacion posible para los resultados obtenidos es que el agonista del receptor CB1
podria estar actuando como un antioxidante, reduciendo la acciéon de los radicales libres
generados por el estrés de la iluminacion continua. Al respecto, el laboratorio ha demostrado la
formacién de radicales libres derivados del nitrdgeno (RNS) por medio de resonancia
paramagnética electronica en un modelo de iluminacion continua (Piehl et at., 2007). Seria

interesante replicar este estudio en animales tratados con la droga.

7 Ciclosporina A: farmaco inmunosupresor utilizado ampliamente en transplante de érganos. Es un péptido no
ribosomal ciclico de 11 aminoacidos producido por el hongo Tolypocladium inflatum Gams. Entre sus funciones
se encuentra la inhibicion de la apertura del poro de transicion mitocondrial, inhibiendo asi la liberacién del
citocromo C al citoplasma.
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Es importante considerar que la falta de efectividad de la droga empleada podria estar
relacionada con la dosis administrada. En el presente trabajo la concentracion final de la droga
en el cuerpo vitreo fue de 1 yM considerando un volumen ocular aproximadamente es de 13.36
1 0.64 yl (Dureau et al., 20017). La dosis aplicada fue usada en un trabajo previo del laboratorio
(Solifio et al., 2022b), basado en la literatura existente (Yazulla et al., 1999). No obstante, no se
exploraron otras dosis exhaustivamente. Seria necesario realizar una curva dosis-respuesta para
determinar la dosis 6ptima en este sistema. Ademas, en el modelo de estudio utilizado, la droga
se administré una unica vez. El efecto encontrado podria variar si la droga se administrara mas
veces durante el tiempo de recuperacion post-iluminacion. Por otro lado, aunque la via de
administracion empleada es adecuada desde el punto de vista experimental, ya que asegura que
la droga llegue a la retina sin problemas de absorcion y farmacocinética, su uso terapéutico en
humanos podria no ser practico, sobre todo si se requiere mas de una dosis. Si bien existen otras
vias de administracion, como local (por ejemplo, colirios) o sistémica, estas no se consideraron
apropiadas debido a que, si la via es local, esta no garantiza una absorcion suficiente para
alcanzar una concentracion terapéutica en la retina. En cuanto a la administracion sistémica
(endovenosa o intraperitoneal), el riesgo de efectos secundarios indeseados aumentaria, dado
que la droga podria actuar sobre los receptores CB1 en todo el sistema nervioso y en el resto del
organismo. De hecho, se han reportado los siguientes efectos secundarios agudos: taquicardia,
hipotension ortostatica, euforia, hiperemia conjuntival. Mientras que, a largo plazo, pueden darse
efectos respiratorios, hormonales, y neurologicos (Pinar-Sueiro et al., 2011). Respecto a los
efectos secundarios oculares que podria presentar la administracion de un agonista cannabinoide
se ha reportado que son escasos en una administracion topica, entre ellos: midriasis e hiperemia
conjuntival (Pinar-Sueiro et al., 2011). Habiendo mencionado esto, es importante recalcar que,
aunque el grupo de trabajo ha desarrollado un importante expertise en la realizacion de las
inyecciones intravitreas, no se puede descartar la posibilidad de que, en algun caso, la
manipulacién haya generado algo de dafo en el ojo interfiriendo con la recuperacion de las

retinas.

Ademas, se debe considerar las ventanas terapéuticas. En el presente trabajo, la droga fue
administrada inmediatamente después de la lesion ya que se consideré que era el mejor
momento dado que a las 24 horas ocurre el pico de radicales libres (Piehl et al., 2007) y que entre
las 24 y 28 hs postiluminacién se observé el mayor nimero de fotorreceptores sufriendo apoptosis
(Lopez et al., 2010). Sin embargo, un estudio previo del laboratorio (Solifio, 2018) demostré que
la expresion del receptor CB1 disminuye significativamente luego de 24 horas de iluminacion
continua, pero se recupera al dia siguiente. Por lo tanto, podria ser mas beneficioso administrar

el tratamiento en ese momento especifico también.
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Finalmente, es importante comparar los resultados obtenidos con los reportados en los
antecedentes del laboratorio (Solifio et al., 2022b), donde se administré de forma preventiva (pre-
iluminacion) el ACEA y que fueron significativamente favorables, ya que estos sirvieron de
evidencia para plantear el modelo de estudio del presente trabajo. Si bien se desconocen las
diversas vias por las cuales la droga podria haber actuado, se ha reportado que el agonismo del
receptor CB1 podria modular la liberacién de aminoacidos excitatorios como el glutamato. Sin
embargo, es importante destacar que la eficacia de este mecanismo podria ser 6ptima durante
el proceso de iluminacion, cuando la via esta activa, y no durante la fase de reparacion post-
iluminacion. Esto se debe a la existencia de vias ON y OFF en la retina (Figura 17). La principal
diferencia entre las vias radica en el tipo de receptor de glutamato presente en las células
bipolares. Los fotorreceptores liberan glutamato en condiciones de oscuridad y luego se
hiperpolarizan en presencia de luz. La respuesta de las células bipolares ya sea despolarizacion
o hiperpolarizacién, depende del tipo de receptor que posean: AMPA (ionotrépico) o mGIuR6
(metabotrépico). Las células bipolares OFF expresan el receptor AMPA, que permite la entrada
de sodio a la célula causando asi su despolarizacion. Por lo tanto, estas células se encuentran
despolarizadas en condiciones de ausencia de luz e hiperpolarizadas en presencia de ella. Por
el contrario, las células bipolares ON, que expresan el receptor mGIuR6, se despolarizan en
condiciones de luz e hiperpolarizan en ausencia de ella, ya que el receptor mGIuRG inhibe las
corrientes de sodio (Boccuni et al., 2022). Entonces, mientras que los animales sean expuestos

a condiciones de luz, la via ON estara activa resultando en un exceso de glutamato en la retina.
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Figura 17. Esquema de las vias visuales de la retina traducido de la figura 1 de “Retinal Glutamate
Neurotransmission: From Physiology to Pathophysiological Mechanisms of Retinal Ganglion Cell
Degeneration” Boccuni I., et al. La informacién visual se procesa en una columna unitaria. Las capas de la
retina representadas son (siglas en ingles): capa de fotorreceptores (PL), capa plexiforme externa (OPL)
capa nuclear interna (INL), capa plexiforme interna (IPL), capa de las células ganglionares (GCL) y capa de

las fibras del nervio de la retina (RNFL).

Ademas, se ha reportado que el receptor CB1 se expresa en la membrana de las mitocondrias
de neuronas y que, ademas, regula la respiracion mitocondrial y el metabolismo de energia en
condiciones fisioldgicas en modelos de lesiones por isquemia/reperfusion donde la disfuncion de las
mitocondrias lleva a la muerte neuronal (Ma et al., 2015) (Figura 18). Se observé que la activacion
del receptor CB1 reduce la respiracion mitocondrial al activar una proteina Gi que inhibe la actividad
intramitocondrial de la kinasa A (PKA). La neurona post sinaptica libera endocannabinoides al
espacio sinaptico para reducir la liberacion del neurotransmisor directamente o a través de la
reduccion de la actividad de la respiracion mitocondrial de la neurona presinaptica (Fernandez-
Moncada et al., 2024). Es probable que este mecanismo que ha sido reportado en el SN exista

también en la retina.
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Figura 18. Esquema de los posibles roles del receptor CB1 en el control de la sinapsis inspirado en la
figura 1 de la publicacién “Type-1 cannabinoid receptors and their ever-expanding roles in brain energy
processes”. Se esquematizan una neurona pre y post sinaptica, que durante la transmision sinaptica la

neurona post libera endocanabinoides al espacio sinaptico para reducir la liberacion del neurofransmisor a
través de 2 mecanismos: (1) unir a los receptores CB1 presentes en la membrana de la neurona presinaptica
y disparar una cascada de sefales que llevan a la reduccion de la liberacién del neurotransmisor o (2) unir a

los receptores CB1 mitocondriales que lleva a la inhibicion de la respiracion mitocondrial, lo que lleva a la

reduccion de la produccion de la energia.
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6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

6.1 Conclusioén

En base a los resultados obtenidos, es posible concluir que la administracion de un agonista del
receptor CB1 luego de la iluminacién por 24 horas tuvo un efecto parcialmente favorable sobre la
retina respecto a las retinas a los que solo se les administré la solucion control, siendo su principal
accion anti-apoptética. Si bien se desconoce la via de sefales activada, se propone que en la
condicion de tratados con vehiculo las vias de muerte celular y estrés se encuentran activas llevando
asi a la degeneracion de los fotorreceptores de la retina (Figura 19). Mientras que, en la condicion
de tratados con ACEA, se activa una via anti-apoptoética por inhibiciéon de la via intrinseca mitocondrial
de la muerte celular al activarse un receptor CB1 mitocondrial y, también, se activa un efecto
antioxidante. En conjunto, ambos efectos llevan a la supervivencia y recuperacion de los conos y

bastones (Figura 20).
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Figura 19: Esquema de las vias conocidas que se activan en las retinas tratadas con vehiculo debido a
la iluminacién continua durante 24 horas. La iluminacién lleva al aumento de especies reactivas de oxigeno y
al estrés celular, que pueden activar la via intrinseca de muerte celular a través de la mitocondria al promover
la agregacion de Bax y Bak (proteinas pro-apoptéticas), que formaran poros en la membrana externa de la
mitocondria. Esto permite la liberacién de Citocromo C al espacio citosdlico, que junto con APAF-1, CARD y
la pro-Caspasa 9 formaran el apoptosoma, donde esta Ultima pasa a su forma activa, Caspasa 9, y puede

activar a la pro-Caspasa-3 (efectora) dando lugar asi a la apoptosis.
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Figura 20: Esquema propuesto de las posibles vias que podrian estar activandose por la administracién
de ACEA (agonista del receptor CB1) en las retinas de animales tratados que llevan a la supervivencia
celular. Si bien se activan las mismas vias de estrés y muerte celular que en el caso del control, se postula

que el ACEA promueve la disminucién de los ROS y que inhibe la agregacion de Bax y Bak en la membrana
externa de la mitocondria evitando asi la liberacién de Citocromo C al espacio citosdlico y posterior,

activacion de la apoptosis.
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6.2 Perspectivas Futuras

Considerando los resultados de este trabajo y de investigaciones previas (Solifio et al., 2022a),
seria interesante explorar nuevas dosis, otros esquemas terapéuticos y terapias coadyuvantes. En
particular, se podria utilizar el mismo modelo animal y administrar un tratamiento combinando un
agonista del receptor CB1 junto con un antagonista del receptor A2 (de Adenosina). De esta forma
se espera tener efectos positivos sobre la inhibicién de la muerte celular y de la neovascularizacion

en el primer caso o la inhibicion de la apoptosis y de la reactividad glial en el segundo caso.
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